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Verfahren und Mittel zur Modi fikat ion humaner 
Angiogenese 

5 Be s chre ibung 

Die vorliegende Erfindung betrifft RNA-Bestandteile 
eines Metal lo-Ribonucleoprotein-Morphogens aus Leu- 
kocyten, Verfahren zu deren Herstellung und Charak- 
terisierung sowie diese RNA-Bestandteile aufweisen- 
10 de Nucleinsaure-Komplexe und Verfahren zu deren 
Verwendung, insbesondere Verfahren und Mittel zur 
Modifikation der Angiogenese und Verfahren und Mit- 
tel zur Tumorzellbekampfung. 

Unter Angiogenese versteht man die Ausbildung neuer 

15 Blutgefafte durch das Aussprossen von Kapillaren aus 
einem bereits bestehenden Gef aftsystem (Hertig, 
1935) . Die im Rahmen der Angiogenese stattf indende 
Neovaskularisierung erfolgt in mehreren Teilschrit- 
ten (Folkman und Shing, 1992) . Dabei wird zunachst 

20 die die Blutgefafle umgebende Basalmembran mit Hilfe 
verschiedener proteolytischer Enzyme, zum Beispiel 
Kollagenase, abgebaut und zusatzlich wird die ext- 
razellulare Matrix im perivaskularen Raum f ragmen- 
tiert . AnschlieBend erfolgt die Dif f erenzierung der 

25 Endothelzelle, wobei sich die Zellmorphologie . an- 
dert . und damit verbunden Pseudopodien ausgebildet 
werden. Angiogene Stimuli bewirken, dass.die frei- 
gelegten Endothelzellen in Richtung eines chemotak- 
tischen Reizes migrieren. AnschlieBend erfolgt eine 

30 •■ Proliferation der Endothelzellen. Durch die Anei- 
nanderlagerung der AuBenwande einer oder mehrerer 
Endothelzellen werden neue Gef aftschleif en mit einem 
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kapillarf ormigen Lumen ausgebildet. Danach setzt 
die Synthese einer neuen Basalmembran ein. Sobald 
zwei Kapillarsprossen an der Spitze miteinander 
verschmelzen und ein gemeinsames Lumen bilden, ist 
5 die Ausbildung eines neuen f unktionsf ahigen Kapil- 
larsystems abgeschlossen und der Blutfluss kann 
einsetzen. Unter nicht-pathologischen Bedingungen 
treten beim erwachsenen Mann, abgesehen von der 
Wundheilung, nahezu keine angiogenetischen Prozesse 

10 auf, so dass sich das Endothel nur wenige Male im 
Leben erneuert. Bei der erwachsenen Frau ist die 
Situation jedoch vollig ariders, da insbesondere im 
Rahmen des Menstruationszykluses, das heifit wahrend 
der Ovulation, der Reifung des Corpus luteum und 

15 des Aufbaus des Endometriums, bis zur Menopause an- 
giogenetische Prozesse stattfinden. Wahrend der 
Schwangerschaf t tritt Angiogenese verstarkt auf, 
insbesondere bei. der Plazentabildung und der Lakto- 
genese in den Mammae (Hertig, 1935) . 

20 Neben der physiologisch essentiellen Angiogenese 
gibt es auch eine . Vielzahl pathologischer angioge- 
netischer Prozesse (Folkman, 1995a). Zu diesen ge- 
horen beispielsweise. die diabetische Retinopathie, 
die verschiedenen Formen von rheumatoider Arthritis 

25 und die Ausbildung von Hamangiomen. Diese patholo- 
gischen Prozesse werden dadurch verursacht, dass 
angiogenetisch stimulierende Faktoren, wie zum Bei-. 
spiel Metalloproteasen, gegenuber ihren inhibito- 
ren, beispielsweise TIMP (tissue inhibitor of me- 

30 talloproteases) , im Uberschuss v.orliegen.. Durch ge- 
zielte Inhibition einzelner Angiogenese-Faktoren 
versucht man solche pathologischen angiogenetischen 
Prozesse zu . inhibieren (Adamis et al 1996) . Ein 
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Spezialfall der pathogenen Angiogenese stellt die 
Tumorangipgenese dar (Folkman 1971, Folkman 1995b) . 
Beim Tumorwachstum sezernieren die Tumorzellen 
selbst angiogene Faktoren, die chemotaktisch die 
5 Aussprossung neuer Blutgefafte in Richtung des Tu- 
mors induzieren. Durch eine erhohte Anzahl von 
BlutgefaBen kann der Tumor verstarkt mit lebensnot- 
wendigen Nahrstoffen und Sauerstoff versorgt wer- 
den. Dies hat wiederum ein verstarktes Tumorwachs- 

10 turn zur Folge. Ein zur Zeit rasch expandierendes 
Forschungsgebiet innerhalb der Tumorf orschung 
stellt daher die Anti-Angiogenese-Forschung dar. 
Auch hier wird nach Faktoren gesucht, die die Tumo- 
rangiogenese und damit auch gleichzeitig das Tumor- 

15 wachstum inhibieren (Folkman 1995a, Folkman 1995b) . 

Von Angiotropin, einem aus ischamischen Herzmuskel- 
gewebe, Wundf lussigkeit und den Oberstanden serum- 
freier Massenkulturen Lektin-stimulierter porciner 
Leucozyten isolierten Metallo-Ribonucleoprotein- 

20 Morphogen, . ist bekannt, dass es ein Mediator angio- 
genetischer Prozesse ist (Wissler und Renner 1981, 
Wissler 1982, Wissler 1984) . Die angiogenetische 
Wirksamkeit von Angiotropin wurde mit Hilfe iibli- 
cher in vivo- und in yitro-Testsysteme nachgewie- 

25 sen.. So konnte beispielsweise mittels eines Tests, 
an Corioallantois-Membranen des Hiihnerembryos (CAM- 
Test) gezeigt werden, dass nach Verabreichung von 
Angiotropin eine verstarkte Kapillarisierung in 
dieser Membran erfolgte (Wissler 1982, Noll 1998, 

30 Kuhn 1998). Eine verstarkte Vaskularisierung wurde 
auch bei der intradermalen Injektion von Angiotro- 
pin am Kaninchenohr beobachtet (Hockel et-al. 1984, 
Hockel 1988). Im Endothelzell-Test konnten nach 
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Verabreichung von Angiotropin zeit- und dosisabhan- 
gige Anderungen der Zellmorphologie von urspriing- 
lich kontaktinhibierten konfluenten Endothelzellen 
beobachtet werden, wobei diese Anderungen in drei 
5 Stufen erfolgten (Hockel et al. 1986, Hockel 1988, 
Noll 1998) . Im Stadium I, das heiftt innerhalb von 
zwei bis drei Tagen,. nahmen die urspriinglich fla- 
chen polygonalen Endothelzellen eine abgerundete, 
bipolare, parallel orientierte Form an. Dabei bil- 

10 deten sich in verstarktem Mafte Pseudopodien und Va- 
cuolen aus. Im Stadium II, das heiflt nach etwa etwa 
vier bis sieben Tagen, waren lange bipolare Cy- 
toplasma-Auslauf er mit tubularen Strukturen zu beo- 
bachten, die sich spatial organisierten . Innerhalb 

15 der Endothelzellen waren dabei eine oder zwei grofte 
transparente Vakuolen mit beweglichen Granula vor- 
handen. Wenn die Endothelzellen weiterhin mit Angi- 
otropin-haltigem Medium stimuliert wurden, gingen 
sie in Stadium III uber. Dabei verschwanden die Va- 

20 kuolen und es traten unregelmaftig geformte Partikel 
aufterhalb des Zellkorpers und der Pseudopodien auf. 
Wurden Endothelzellen im Stadium II: mit neuem Medi- 
um, dais kein Angiotropin enthielt, weiterkulti- 
viert, bildeten sich die zellmorphologischen Veran- 

25 derungen nach 24 Stunden zuriick, bis die Zellen 
wieder ihr ursprungliches Erscheinungsbild zeigten. 

Anhand dieser Tests zeigte sich, dass Angiotropin 
eine reversible VerSnderung der Zellmorphologie und 
damit des Phanotyps von Endothelzellen bewirkte. 
30 Von Bedeutung ist fernerhin, dass Angiotropin keine 
mitogene Wirkung auf Endothelzell-Kulturen ausubte 
und daher nur eine Dif f erenzierung, jedoch keine 
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Proliferation der Endothelzellen induzierte (Hockel 
et al. 1986, Hockel et al. 1987, Hockel 1988). 

Ferner wurde gezeigt, dass Angiotropin die Migrati- 
on von Endothelzellen stimulierte, nicht jedoch die 
5 Migration von 3T3-Fibroblasten (Hockel et al . 1987, 
Hockel 1988). Das heiftt, dass Angiotropin eine spe- 
zifische Wirkung auf Endothelzellen ausubt. Des 
weiteren konnte nachgewiesen werden, dass Angiotro- 
pin eine Nuclease-Aktivitat aufweist und bei in 
10 vitro-Translations-Assays die Translation inhibie- 
ren kann (Seibt 1998, Noll 1998). 

Bei Angiotropin handelt es sich urn einen metallhal- 
tigen Ribonucleotidpolypeptid (RNP) -Komplex, der 
extrazellular isoliert werden konnte. Als Metallio- 
.15 nen konnten Kupfer-, Calcium-, Natrium- und -Kaliu- 
mionen nachgewiesen warden (Wissler et al., 1986). 
Das Kupferion liegt darin vermutlich in zweiwerti- 
ger Form vor (Kuhn et al . , 1996, Kuhn 1998). Die 
Sequenzierung des Protein-Bestandteils ARP (Angi- 

20 otropin related protein) ergab, dass dieser zu 100% 
homolog zu Calgranulin C ist (Kuhn 1998) . Das Pro- 
tein gehort zur Familie. der SlOO-Proteine und wurde 
bereits ohne . RNA-Komponente aus Schweine- 
Granulocyten isoliert, in denen es 8% des. gesamten 

25 cytosolischen Proteins bildet ( Dell * Angelica et 
al., 1994). Es handelt sich urn ein Protein mit 91 
Aminosauren und einem Molekulargewicht von 10614 
Dalton. Wie andere . SlOO-Proteine besitzt auch 
Calgranulin C zwei als EF-Handstrukturen bekannte 

30 Calcium-Bindungsmotive (Kretsinger 1980, Isobe et 
al. 1981;. Moncrief et al . 1990; Klingman & Hilt 
1988; Schafer & Heizmann 1996) . 
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Die DE 196 28 895 Al beschreibt biologisch aktive 
metallhaltige, insbesondere Kupfer-, Zink- oder 
Calcium-haltige Ribonucleopolypeptide (RNPs) als 
nicht-mitogene Morphogene fur Blutgefafle definier- 
5 ter Primarstruktur sowie Verfahren zur Herstellung 
und Gewinnung dieser RNPs. Insbesondere werden eine 
Teilsequenz der porcinen Angiotropin-RNA-Sequenz 
sowie die Aminosauresequenz des Proteinbestandteils 
beschrieben. 

10 Die DE 198 10 998 CI beschreibt Sequenzen des RNA- 
Bestandteils (ARNA) von porcinem Angiotropin, ins- 
besondere die Sequenzen ARNA II, ARNA III, ARNA IV 
und ARNA V . 

Die DE 198 11 047 CI beschreibt weitere mit porci- 
15 nem Angiotropin assoziierte RNA-Sequenzen, insbe- 
sondere die ARNA I-Sequenz und die ARNA Vl-Sequenz. 

Die im Stand der Technik bekannten Dokumente of fen- 
baren ausschliefilich RNA-Sequenzen, die mit Angi- 
. otropin vom Schwein assoziiert sind. Angesichts der 

20 experimentell nachgewiesenen Bedeutung von Angi- 
otropin fur die Angiogenese im Saugerorganismus, 
insbesondere hinsichtlich der Verwendung dieses 
Morphogens zur gezielten Modulation pathogener an- 
giogenetischer Prpzesse beim Menschen, beispiels- 

25 weise zur Behandlung humaner Krankheiten, ist es 
jedoch wunschenswert, die RNA-S.equenzen von humanem 
Angiotropin zu isolieren und zu charakterisieren . 
Dariiber hinaus geben die im Stand der Technik be- 
kannten Druckschrif ten keinerlei Einblicke in die 

30 molekularen Mechanismen, die der angiogenetischen 
Aktivitat von Angiotropin zugrunde liegen. Insbe- 
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sondere ist nicht bekannt, welche Funktion speziell 
der RNA-Bestandteil besitzt. Gerade im Hinblick auf 
eine humanmedizinische Anwendung von Angiotropin 
ist es jedoch wunschenswert , diese molekularen Me- 
5 chanismen genau zu verstehen, urn die angiogeneti- 
sche Aktivitat von Angiotropin gezielt modulieren 
zu konnen, das heifit je nach Bedarf zu induzieren 
beziehungsweise zu verstarken oder aber zu inhibie- 
ren. 

10 Das der vorliegenden Erfindung zugrunde liegende 
technische Problem besteht also darin, Verfahren 
und Mittel zur Isolierung und Charakterisierung von 
RNA-Sequenzen fur humanes' Angiotropin sowie auf 
diesen Verfahren und Mitteln basierende weitere 

15 Verfahren und Mittel bereitzustellen, mit deren 
Hilf e insbesondere im menschlichen Korper physiolo- 
gisch erwunschte Angiogenese-Prozesse, beispiels- 
weise bei der Wundheilung, gezielt induziert oder 
verstarkt werden konnen oder aber pathologische An- 

20 giogenese-Prozesse, beispielsweise bei der diabeti- 
schen Retinopathie oder bei der Tumorbildung, ge- 
zielt inhibiert werden konnen. 

Die vorliegende Erfindung lost dieses Problem durch 
die Bereitstellung der Lehre gemafi des Hauptan- 
25 spruchs, insbesondere durch ein Nucleinsauremole- 
kul, das als funktionaler Bestandteil eines biolo- 
gisch aktiven Metallo-Ribonucleoprotein-Komplexes 
geeignet ist, ausgewahlt aus der Gruppe bestehend 
aus : 

30 a) einem Nucleinsauremoleklil f das erhaltlich ist 
mittels reverser Transkription von Plazenta-* 
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Gesamt-RNA mit ARNA I-spezif ischen Primern ins- 
besondere mit den in SEQ ID Nr. 6 und/oder 7 
dargestellten Primern, und einem Fragment davon; 

b) einem Nucleinsauremolekul, das mindestens eine 
5 der in SEQ ID Nr. 1 bis 5 und 8 bis 15 darge- 

stellte Nucleotidsequenz umfasst und einem Frag- 
ment davon; 

c) einem Nucleinsauremolekul, das erhaltlich ist 
durch Substitution, Addition, Inversion und/oder 

10 Deletion einer oder mehrerer Basen eines Nuc- 

leinsauremolekuls nach a) bis b) ; 

d) einem Nucleinsauremolekul, das mit einem Nuc- 
leinsauremolekul nach a) bis c) und einem Frag- 
ment davon hybridisiert , und 

15 e) einem Nucleinsauremolekul, das zu einem Nuclein- 
sauremolekul nach a) bis b) komplementar ist, 
und einem Fragment davon. 

Die Erfindung lost dieses Problem auch durch die 
Bereitstellung von diese Nucleinsauremolekule ent- 

20 haltenen Nucleinsaurekomplexen, die das erfindungs- 
gemafie Nucleinsauremolekul zusammen mit mindestens. 
einem Metallion, das erf indungsgemafie Nucleinsaure- 
molekul zusammen mit mindestens einem Metallion und 
mindestens einem Protein (hier auch als metallhal- 

25 tige Ribonucleotidpolypeptide bezeichnet) oder das 
erf indungsgemafle Nucleinsauremolekul. zusammen mit 
einem Protein enthalten . (hier auch als Ribonucleo- 
tidpolypeptide bezeichnet) . Derartige Nucleinsaure- 
Korriplexe, insbesondere metal lhal t ige Ribonucleotid- 

30 polypeptide, sind fur eine Vielzahl von diagnosti- 
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schen und therapeutischen Anwendungen in hervorra- 
gender Weise geeignet. 

Erf indung.sgemaft wurde das technische Problem in be- 
vorzugter Ausf uhrungsf orm gelost, indem die mit hu- 
5. manem Angiotropin assoziierte humane RNA-Sequenz 
ARNA I mit Hilfe des RT-PCR-Verf ahrens unter Ver- 
wendung der porcinen Primer ARNA I (forward) und 
ARNA I (reverse) aus der Gesamt-RNA von humaner 
Plazenta, einem angiogenet isch aufterst aktivem Ge- 

10 webe, isoliert wurde. Diese humane ARNA-I-Sequenz 
enthalt neben einem Sequenzabschnitt , der hinsicht- 
lich seiner Lange und seiner Sequenz identisch mit 
der porcinen ARNA I-Sequenz ist, einen 42 Nucleoti- 
de umfassenden Sequenzabschnitt , der in der porci- 

15 nen ARNA I-Sequenz nicht nachgewiesen wurde. Mit 
Hilfe des MFOLD-Programms wurde ein Computermodell 
der Sekundarstruktur der humanen ARNA I-Sequenz er- 
stellt und mit der Sekundarstruktur aller bekannten 
ARNA-Sequenzen einschlieBlich der porcinen ARNA- 

20 Sequenzen verglichen. Anhand dieses Vergleichs wur- 
de gezeigt, dass alle ARNA-Sequenzen die gemeinsame 
Konsensus-Sequenz 5'-CUG-3' aufweisen, die jeweils 
nur in einer Sequenzorientierung . auf tri tt und sich 
immer im Bereich einer Haarnadelschleif e befindet. 

25 Diese bei alien bekannten ARNA-Sequenzen gefundene 
Haarnadelschleif e stellt, ohne durch die Theorie 
gebunden zu sein, moglicherweise die Bindungsdomane 
dieser ARNA-Sequenzen an ARP oder Calgranulin C 
dar, was darauf hinweist, dass dieses Protein ein 

30. zellulares Transportmolekul fiir verschiedene, mit 
dem Angiptropin-Komplex assoziierte RNA-Molekule 
ist. Diese anhand der computersimulierten Sekundar-. 
struktur . nachgewiesene Haarnadelschleif e mit. der 



WO 02/068636 



PCT/EP02/00859 



-10- 



Konsensussequenz 5'-CUG~3', insbesondere der Se- 
quenz gemaft der SEQ ID Nr. 12 und/oder 13, bietet 
erf indungsgemafl einerseits die Moglichkeit, den An- 
giotropin-Proteinbestandteil ARP auch als Trans- 
5 portmolekiil fur andere RNA-Sequenzen zu verwenden, 
die naturlicherweise nicht mit dem Angiotropin- 
Komplex assoziiert sind. Um beispielsweise RNA- 
Sequenzen mit ribozymatischer Aktivitat in Zielzel- 
len des Angiotropin-Komplexes , zum Beispiel Endo- 

10 thelzellen, einzufuhren, werden diese RNA-Sequenzen 
unter Verwendung bekannter Verfahren der Gentechnik 
mit den Sequenzen, die bei den ARNA-Sequenzen diese 
Haarnadelschleif e bilden, versehen und dann werden 
unter Verwendung dieser RNA-Sequenzen, des ARP- 

15 Bestandteils und von Metall-Ionen in vitro ternare . 
Komplexe gebildet, die in die zu behandelnden Zel- 
len eingefuhrt werden. Andererseits bietet die 
nachgewiesene Haarnadelschleif e der ARNA-Sequenzen 
erf indungsgemaB die Moglichkeit, unter Verwendung 

20 der sie enthaltenden er f indungsgemaBen Nucleinsau- 
ren' weitere Proteine, beispielsweise andere S100- 
Proteine, zu . isolieren, die ahnlich wie ARP an sol- 
che Haarnadel-Strukturen binden konnen und als po- 
tentielle Transportmolekiile fur ARNA-Sequenzen be- 

25 ziehungsweise fiir erf indungsgemaB modifizierte Nuc- 
leinsauren, die naturlicherweise nicht mit dem An- 
giotropin-Komplex assoziiert sind, verwendet werden 
konnen. 

Unter Verwendung • von in vitro synthetisierten ARNA 
30. I-Sequenzen, CuCl 2 und des Proteinbestandteils ARP 
wurden in bevorzugter Ausf uhrungsf orm erf indungsge- 
mafl. ternare Angiotropin-Komplexe, also metallhalti- 
ge Ribonucleotidproteine in vitro rekonsti tuiert 
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und mit Hilfe des Corioallantois-Membran (CAM) - 
Tests am bebruteten Huhnerei hinsichtlich ihrer an- 
giogenetischen Aktivitat in vivo getestet. Dabei 
zeigte sich, dass die rekonstituierten ternaren An- 
5 giotropin-Komplexe beziehungsweise die in vitro 
synthetisierten ARNA I (Sense- beziehungsweise An- 
tisense-) -Sequenzen uber einen weiten Konzentrati- 
onsbereich hinweg auf die untersuchten Huhnerembry- 
onen toxisch wirkten. Innerhalb des nicht-lethalen 

10 Konzentrationsbereichs zeigten die Ergebnisse der 
CAM-Assays insgesamt einen RNA-abhangigen Regulati- 
onsmechanismus der Angiotropin-induzierten Angioge-" 
nese. Erf indungsgemafl wurde uberraschenderweise 
f estgestellt , dass nicht nur der rekonst ituierte 

15 ternare Angiotropin-Komplex aus ARNA I (Sense oder 
Sinn)-RNA (ARNA I(s)), Kupfer (II) -Ionen und nativem 
porcinen Calgranulin C angiogenetische Aktivitat 
zeigte, sondern auch die nur mit Kupfer ( II ) -Ionen 
kombinierte ARNA I ( s ) -Sequenz . Das heiBt, f ur . die 

20 angiogenetische Aktivitat des Angiotropin-Komplexes 
ist der '. Proteinbestandteil Calgranulin C nicht er- 
forderlich. Ebenso uberraschend wurde f estgestellt , 
dass mit der ARNA I (Antisense oder Antisinn)-. 
Sequenz (ARNA I (as) ) rekonstituierte ternare Kom- 

25 plexe nicht nur keine angiogenetische Wirksamkeit 
zeigten, sondern im Testsystem sogar angiogeneti- 
sche Prozesse hemmen konnten. Er f indungsgemafi ist 
daher in einer bevorzugten Ausf uhrungsf orm vorgese- 
hen, die humane ARNA I (s) -Sequenz als Wirkstoff fur 

30 ein Therapeutikum zur Induzierung der Angiogenese, 
beispielsweise im Rahmen der. Wundheilung, zu ver- 
wenden, wahrend. iri einer weiteren bevorzugten Aus- 
fuhrungsform die humane ARNA I (as) rSequenz als 
Wirkstoff fiir ein Therapeutikum zur Hemmung patho- 
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gener angiogenetischer Prozesse, insbesondere von 
Tumorangiogenese, eingesetzt werden kann. In beiden 
vorgenannten Ausf uhrungsf ormen kann die erfindungs- 
gemaBe ARNA I(s) oder (as) -Sequenz zusammen mit Me- 
5 tallionen und/oder Proteinen, zum Beispiel Calgra- 
nulin C, beziehungsweise dessen Bestandteilen, ein- 
gesetzt werden. 

Erf indungsgemaft wird erstmals eine mit humanem An- 
giotropin assoziierbare Nucleinsaure bereitge- 

10 stellt, bei der es sich urn die humane ARNA I- 
Sequenz handelt. Die humane ARNA I-Sequenz wurde 
erf indungsgemaft aus einer humanen Plazenta-Gesamt- 
RNA mittels des RT-PCR-Ver f ahrens unter Verwendung 
der fur die porcine ARNA I-Sequenz spezifischen 

15 Primer ARNA I (forward) (SEQ ID Nr. 6) und ARNA I 
(reverse) (SEQ ID Nr. 7) isoliert und cloniert . Da- 
bei wurde neben der humanen ARNA I-Sequenz (SEQ ID 
Nr. 3 beziehungsweise 4) eine zweite, als humane 
Pseudo-ARNA-I-Sequenz (SEQ ID Nr. 5) bezeichnete 

20 Sequenz isoliert und cloniert. 

Im Zusammenhang mit der vorliegenden Er.findung wer- 
den unter ARNA-Sequenzen Nucleinsauren, insbesonde- 
re RNAs, verstanden, die. extrazellular isoliert 
werden konnen und in nativer Form unter geeigneten 

25 Bedingungen zusammen mit einem Protein, insbesonde- 
re ARP (Angiotropin related protein) oder Calgranu- 
lin- C oder ahnlichen Proteinen, und Metall-Ioneri, 
insbesondere Kupfer-, Calcium-, Natrium- oder Kali- 
um-Ionen, einen terriaren Komplex, insbesondere ei- 

30 nen Angiotropiri-Komplex, bilden, der angiogeneti- 
sche Aktivitat besitzt. Unter einer ARNA I-Sequenz 
wird'im Zusammenhang mit der vorliegenden Erfindung 
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eine Nucleinsaure, insbesondere eine RNA, verstan- 
den, die bei Verfahren zur Aufreinigung von Angi- 
otropin, beispielsweise unter Verwendung von Lek- 
tin-induzierten Schweine-Leukocyten als Ausgangsma- 
5 terial, nach verschiedenen Reinigungsschritten als 
einzige der bekannten ARNA-Sequenzen in der nach 
dem letzten Reinigungsschritt erhaltenen Fraktion, 
die noch angiogenetische Aktivitat aufweist, spezi- 
fisch angereichert vorliegt und von der deshalb an- 
10 genommen wird, das sie die RNA-Form ist, die in den 
Angiotropin-Komplex eingebaut wird. 

Im Zusammenhang mit der vorliegenden Erfindung be- 
deutet der Begriff „angiogenetische Aktivitat", 
dass eine Substanz die Fahigkeit aufweist, die Aus- 
15 bildung neuer Blutgefafie durch das Aussprossen von 
Kapillaren aus einem bereits bestehenden Gefalisys- 
tem zu induzieren oder zu verstarken. 

Bei der Sequenzierung der humahen ARNA I-Sequenz 
wurde erf indungsgemaft f estgestellt , dass sie einen 

20 Sequenzabschnitt enthalt, der bezuglich seiner Lan- 
ge und seiner Sequenz vollkommen identisch mit der 
aus Lektin-stimulierten Schweine-Leukocyten iso- 
lierten porcinen ARNA I-Sequenz ist. Die humane AR- 
NA I-Sequenz enthalt dariiber hinaus einen human- 

25. spezifischen 42 Nucleotide umf assenden Abschnitt , 
der in der porcinen Sequenz nicht nachgewiesen wur- 
de und in SEQ ID Nr. 1 gezeigt ist. Die ersten 19 
Nucleotide dieser 42 Nucleotide weisen besondere 
Humanspezif itat auf und sind in beiden Orientie- 

30 rungen in SEQ ID Nr. 14 und 15 dargestellt. Da die 
identif izierte humane ARNA I-S'equenz am 3'-Ende 
keinen Poly (A) -Tail enthielt, konnte nicht ermit- 
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telt werden, in welcher Orientierung die native Se- 
quenz intra- oder extrazellular vorliegt. Die nach- 
stehend beschriebenen Sinn- beziehungsweise Anti- 
sinn-Orientierungen der humanen ARNA I-Sequenz wur- 
5 den daher willkiirlich festgelegt. SEQ ID Nr. 2 
zeigt die Sequenz von SEQ ID Nr. 1 in Antisinn- 
Orientierung . Die vollstandige Nucleotidsequenz des 
humanen ARNA I-Molekuls in Sinn-Orientierung ist in 
SEQ ID Nr. 3 dargestellt, wahrend SEQ ID Nr. 4 die 
10 vollstandige Sequenz in Antisinn-Orientierung 
zeigt. Der. 42 Nucleotide in Sinn-Orientierung um- 
fassende Bereich (SEQ ID Nr. 1) befindet sich am 
3'-Bereich der humanen ARNA-I-Sequenz (SEQ ID Nr. 
3, Position 164 bis 205) . 

15 Eine Analyse der humanen ARNA I-Sequenz ergab, dass 
sie ausschlieftlich mit dem porcinen ARNA I (for- 
ward) -Primer amplifiziert wurde, was sich am besten 
dadurch erklaren lasst, dass es sich bei der ur- 
spriinglich amplif izierten Nucleinsauresequenz um 

20 ein circulares Molekul hahdelt. Einen weiteren Hin- 
weis darauf, dass es sich bei der ursprunglich 
amplif izierten Nucleinsaure um ein circulares Mole- 
kul handelt, liefert die erf indungsgemafl identifi- 
zierte humane ARNA I-Nucleotidsequenz selbst. Die 

25 Sequenz ihres 5'-Endes und die Sequenz ihres 3'- 
Endes sind komplementar zueinander, dass heiBt, die 
Sequenz.en des 5'-Endes und des 3'-Endes konnen sich 
unter geeigneten Bedingungen. aneinanderlagern und 
spmit zu • einer Circularisierung des Molekuls fiih- 

30 ren. Es. ist bekannt, dass. bei der Prozessieruhg von 
pra-mRNAs circulare RNAs erhalten werden konnen 
(Padgett et al. 1984; Reed und Maniatis 1985)... Da- 
bei werden die darin enthaltenen Introns in Form 
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von Lariaten gespleifct. Die isolierte humane ARNA 
I-Sequenz stellt daher mit grofter Wahrscheinlich- 
keit die Intronsequenz einer langeren pra-mRNA dar. 

Unterstutzt wird diese Vermutung durch die zweite 
5 isolierte Nucleinsauresequenz , die humane Pseudo- 
ARNA I-Sequenz. Wie Untersuchungen von Sequenzuber- 
einstiminungen zeigten, besteht diese erf indungsge- 
malie Nucleinsaure, bei der es sich vermutlich urn 
eine pra-mRNA oder ein Teilstuck einer groBeren 

10 pra-mRNA handelt, aus zwei unterschiedlichen Ab- 
schnitteh und ist in SEQ ID Nr. 5 sowie schematisch 
in Figur 3 dargestellt. Bei diesen beiden Abschnit- 
te der Pseudo-ARNA I-Sequenz handelt es sich wahr- 
scheinlich urn Intron- (ARNA I (as)) und Exon-(L27a 

15 Exon II) Sequenzen . Der 5' gelegene Abschnitt der 
Pseudo-ARNA I-Sequenz (SEQ ID Nr. 5) umfasst die 
ersten 63 Nucleotide (SEQ ID Nr. 11) des 5'-Endes 
der humanen ARNA I ( Antisinn) -Sequenz (SEQ ID Nr. 
4), denen sich die Sequenz des zweiten Exons der 

20 mRNA des humanen ribosomalen L27a-Proteins und ein 
Poly (A) -Tail am 3'-Ende anschlieften. Die ersten 
(das heifit 5' gelegenen) 23 Nucleotide der genann- 
ten 63 Nucleotide entsprechen den ersten 23 Nucleo- 
tiden der porcinen ARNA I(s) Sequenz. Dies ist auf 

25 die Selbstkomplementaritat des 5'- und 3'-Endes der 
humanen ARNA I (as) zuruckzuf uhren . Gleiches gilt 
fur die ARNA I(s). Die Nucleotide 43 bis 49 (je- 
weils einschlieftlich) sind Bestandteile der Intron- 
sequenz der Pseudo-ARNA-I-Sequenz . Dabei stellen 

30 die. 19 Nucleotide 24 bis .42 (jeweils einschlieB- 
lich) der genannten 63 Nucleotide der humanen ARNA 
I (as) -Sequenz die human-spezif ische Antisinn- 
Nucleotidsequenz in SEQ ID Nr. 2 dar. Uberraschen- 
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derweise sind die letzten (das heiftt 3' gelegenen 
Positionen 50 bis 63 in SEQ ID Nr. 4 oder 11) 14 
Nucleotide (also: 5'-GCU AAC AAA GUU UU-3') des 63 
Nucleotide langen ARNA I (as) -Sequenzabschnittes 
5 (SEQ ID Nr. 11) innerhalb der humanen Pseudo-ARNA 
I-Sequenz homolog zu einem Teilabschnitt des zwei- 
ten Exons der pra-mRNA des humanen ribosomalen 
L27a-Proteins . Dieser 14 Nucleotide umfassende Ab- 
schnitt der ARNA I (as ) -Sequenz konnte daher Be- 
10 standteil der 3' -Spleifi-Stelle dieser pra-mRNA 
sein. 

Ein weiterer, in SEQ ID Nr. 5 nicht dargestellter, 
Abschnitt der Pseudo-ARNA I-Sequenz umfasst die in 
Figur 3 dargestell ten 5' -warts von der 63 Nucleoti- 
15 de umfassenden Sequenz gelegene ARNA (as ) -Sequenz 
mit den Nucleotideri 64 bis 205 und die wiederum 5' 
davon gelegene L27a Exon I-Sequenz. 

Von ribosomalen Proteinen ist allgemein bekannt, 
dass diese entwicklungsbiologisch zu den altesten 

20 Proteinen gehoren und dass die ihnen zu Grunde lie- 
genden Gene hochkonserviert sind. Vom humanen ribo- 
somalen L27a-Protein ist aufterdem bekannt/ dass die 
mRNA dieses Proteins . in Karzinomzellen gegenuber 
der mRNA anderer ribosomaler Proteine stark ube- 

25 rexprimiert wird, so dass zu vermuten ist, dass 
dieses Protein an einer verstarkten Zellprolif era- 
tion beteiligt ist (Frigerio et al. 1995) . Obwohl 
dem der Pseudo-ARNA I-Sequenz. zu Grunde liegenden 
Gen zum gegenwartigen Zeitpuhkt keine eindeutige 

30 . Funktion zugeordnet werden kanri, kann man davon 
ausgehen, dass es sich mit" groBer Wahrscheinlich- 
keit urn ein Pseudogen des ribosomalen L27a-Gens 



WO 02/068636 



PCT/EP02/00859 



- 17- 



handelt. Pseudogene sind insbesondere bei Genfami- 
lien anzutref f en, deren Produkte haufig benotigt 
werden. Bei der humanen Pseudo-ARNA I-Sequenz ist 
weiterhin bemerkenswert , dass die darin enthaitende 
5 Teilsequenz der ARNA I-Sequenz als mutmafiliche 
Intron-Sequenz of f ensichtlich spezies-iibergreif end 
konserviert ist, da dieser Sequenzbereich ebenfalls 
in der porcinen ARNA I-Sequenz enthalten ist. Durch 
die Pseudo-ARNA I-Sequenz wird die Vermutung unter- 
10 mauert, dass die ARNA I-Sequenz die Int ronsequenz 
einer langeren pra-mRNA ist und daraus in circula- 
rer Form gespleiftt wird. Die potentielle Generie- 
rung einer zirkularen ARNA I(s) ist in Figur 3 dar- 
gestelit . 

15 Erf indungsgemafl wird also eine, vorzugsweise iso- 
lierteund vollstandig gereinigte, Nucleinsaure be- 
reitgestellt, ausgewahlt aus der Gruppe bestehend 
aus : 

einer Nucleinsaure, die erhaltlich ist mittels 
reverser Transkription von Plazenta-Gesamt-RNA 
mit ARNA I-spezif ischen Primern insbesondere mit 
den in SEQ ID Nr-. 6 und/oder Nr. 7 dargestellten 
Nucleotidsequenzen, oder einem Fragment davon; 

einer Nucleinsaure, die mindestens eine in SEQ 
ID Nr. 1, 3,. 5, 8, 10, 12 oder/und 14 darge- 
stellte Nucleotidsequenz umfasst; 

einer Nucleinsaure, die zu einer Nucleinsaure 
nach a) bis b) komplementar ist, insbesondere 
einer Nucleinsaure mit mindestens einer der in 
SEQ ID' Nr. 2, 4, 9, 11, 13 oder/urid 15 darge- 



20 



b) 



25 



c) 



30 
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stellten Nucleotidsequenz, oder einem Fragment 
da von; 

d) einer Nucleinsaure, die erhaltlich ist durch 
Substitution, Addition, Inversion und/oder Dele- 

5 . tion einer oder mehrerer Basen einer Nucleinsau- 
re nach a) bis c) ; und 

e) einer Nucleinsaure, die aufgrund der Degenera- 
tion des genetischen Codes mit einer Nuclein- 
saure nach a) bis d) oder einem Fragment davon 

10 hybridisiert . 

Die Nucleinsaure kann sowohl einzelstrangig als 
auch doppelstrangig vorliegen. 

Die Nucleinsaure kann eine DNA-Sequenz, zum Bei- 
spiel Teil einer genomischen DNA-Sequenz oder eine 

15 cDNA-Sequenz, oder eine RNA-Sequenz, zum Beispiel 
eine mRNA-Sequenz oder ein Teil davon, sein. Im 
Falle einer DNA-Sequenz sind bei dargestellten RNA- 
Sequenzen die mit U gekennzeichneten Uracilbasen 
durch T, also Thyminbasen, auszutauschen und umge- 

20 kehrt. Die Nucleinsaure kann . Teil eines langeren 
nativ.en Nucleinsauremolekuls sein. Die Nucleinsaure 
kann sowohl als circulares als auch als lineares 
Nucleinsauremolekul vorliegen . Die Nucleinsauren, 
dargestellt in den SEQ ID Nr. 1 bis 15, warden von 

25 der Erfindung in beiden Orientierungen 5' zu 3' und 
3' zu 5' sowie als Sinn- und Antisinn-Strang er- 
fasst. Die Nucleinsaure kann sowohl naturlichen Ur- 
sprungs sein, das heiflt, sie kann sowohl extra-, als 
auch intrazellular aus Zellen, Geweben oder Organen 

30 eines. Saugerorganismus isoliert warden,, als. auch 
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synthetischen Ursprungs sein. Aufterdem kann die 
Nucleinsaure sowohl mit Metall-Ionen, insbesondere 
Kupfer-, Natrium-, Kalium- oder Calcium-Ionen, als 
auch mit Proteinen, wie Calgranulin C oder ARP, as- 
5 soziiert vorliegen. 

Die Erfindung umfasst auch modif izierte Nucleinsau- 
ren, die beispielsweise durch Substitution, Addi- 
tion, Inversion und/oder Deletion einer oder meh- 
rerer Basen einer erf indungsgemaften Nucleinsaure 

10 erhaltlich sind, das heiBt also auch Nucleinsauren, 
die als Mutanten, Derivate oder f unktionellen Aqui- 
valente einer erf indungsgemaBen Nucleinsaure be- 
zeichnet werden konnen. Die Sequenz der Nucleinsau- 
ren kann beispielsweise gezielt modifiziert werden, 

15 urn innerhalb der Nucleinsauresequenz geeignete 
Restriktions-Schnittstellen bereit zustellen oder 
nicht erf orderliche Nucleinsauresequenzen oder 
Restriktions-Schnittstellen zu entfernen. Dabei 
werden die erf indungsgemaBen Nucleinsauren in Plas- 

20 miden inseriert und mittels Standardverf ahren der 
Mikrobiologie/Molekularbiologie einer Mutagenese 
oder einer Sequenzveranderung durch Rekombination 
unterzogen. Zur Erzeugung von Insertionen, Deletio- 
nen oder Substitutionen, wie Transitionen und 

25 Transversionen, sind beispielsweise Verfahren zur 
in vitro-Mutagenese, "primer repair"-Verf ahren so- 
wie Restriktions- und/oder Ligationsverf ahren ge- 
eignet (vgl. Sambrook et al., 1989, Molecular Clo- 
ning: A Laboratory Manual, 2. Auflage (1989), Cold 

30 Spring Harbor Laboratory Press, NY, USA)-. Sequenz- 
veranderungen lassen sich auch durch Anlagerurig na- 
turlicher oder synthetischer Nucleinsauresequenzen 
erreichen. Beispiele fur synthetische Nucleinsaure- 
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sequenzen sind Adaptoren Oder Linker, die u.a. auch 
zur Verknupfung von Nucleinsaure-Fragmenten an die- 
se Fragmente angefugt werden. 

Die vorliegende Erfindung umfasst auch Nucleinsau- 
5 ren, die mit einer der vorstehend beschriebenen 
Nucleinsauren nach a) bis d) hybridisieren . Der im 
Zusammenhang mit der vorliegenden Erfindung verwen- 
dete Ausdruck "Nucleinsaure, die mit einer Nuclein- 
saure nach a) bis d) hybridisiert " bedeutet eine 

10 Nucleinsaure, die unter maftig stringenten Bedingun- 
gen mit einer Nucleinsaure nach a) bis d) hybridi- 
siert. Beispielsweise kann die Hybridisierung mit 
einer radioaktiven Gensonde in einer Hybridisie- 
rungslosung (25%. Formamid; 5 x SSPE; 0,1% SDS; 5 x 

15 Denhardt-Losung; 50 |ig/ml Heringsperma-DNA; beziig- 
lich Zusammensetzung der Einzelkomponenten vgl. 
Sambrook et al., Molecular Cloning: A Laboratory 
Manual, 2. Auflage. (1989), Cold Spring Harbor Labo- 
ratory Press, NY, USA) 20 Stunden bei 37°C erfol- 

20 gen. Anschlieftend wird unspezif isch gebundene Sonde 
durch mehrfaches Waschen der Filter in 2 x SSC/0,1% 
SDS bei 42°C entfernt. Vorzugsweise werden die Fil- 
ter mit 0,5 x SSC/0,1% SDS, besonders bevorzugt mit 
0,1 x SSC/0,1% SDS bei 42°C gewaschen. . 

25 Zur Charakterisierung der erf indungsgemaft identifi- 
zierten humanen ARNA I-Sequenz wurde. von dieser 
Nucleinsaure unter Verwendung des MFOLD-Programms 
ein Modell der Sekundarstruktur modelliert. Das 
MFOLD-Programm, .- Version 2 (Zuker 1989; Jaeger et 

30. al. 1989; Jaeger et al. 1990) liefert Aussagen uber 
die Strukturen von Nucleinsauren mit der geringsten 
freien Enthalpie. Ebenso wurden. von alien bekannten 
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ARNA-Sequenzen einschlieftlich der bekannten porci- 
nen ARNA-Sequenzen Modelle der Sekundarstrukturen 
erstellt, urn mogliche Strukturhomologien zwischen 
diesen Nucleinsaurein zu bestimmen und somit wesent- 
5 liche funktionelle Bereiche der Nucleinsauren zu 
charakterisieren . 

Die erf indungsgemaft vorgenommene Computer- 
Modellierung der. in Figur 1 dargestellten Sekundar- 
struktur der humanen ARNA I(s)-Sequenz zeigte, dass 

10 diese Nucleinsaure aufgrund ihrer Vielzahl von se- 
quenzkomplementaren Bereichen eine hochsymmetri- 
sche, iiber weite Sequenzabschnitte hinweg dop- 
pelstrangige Sekundarst ruktur bildet, die insbeson- 
dere durch zwei Kleeblattstrukturen gekennzeichnet 

15 ist. Wie aus Figur 1 ersichtlich f unterscheidet 
sich die zwe.ite Kleeblattstruktur von der ersten 
dadurch, dass sie das offene S'-O'-Ende des Nuc- 
leinsauremolekiils enthalt. Aus der Figur 1 ist e- 
benfalls ersichtlich, dass, wie vorstehend be- 

20 schrieben, die Sequenz des 3'-Endes der humanen AR- 
. NA I-Sequenz komplementar zur Sequenz des 5'-Endes 
ist. Diese Sequenzkomplementaritat ermoglichte auch 
die Amplif ikation der humanen ARNA I-Sequenz mit 
nur einem Primer. 

25 Ein Vergleich der erstellten Sekundarstruktur mit 
denen anderer bekannter ARNA-Sequenzen zeigte, dass 
alle ARNA-Sequenzen • die gemeinsame Konsensus- 
Sequenz S'-CUG-S', insbesondere die in SEQ ID Nr. 
12 und 13 gezeigten Sequenzen . aufweisen, die je-< 

30 weils nur in einer Sequenzorientierung auftritt und 
sich immer im Bereich einer Haarnadelschleif e be- 
findet. Diese bei alien . S.ekundarstrukturmodellen 
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der bekannten ARNA-Sequenzen gefundene Haarnadel- 
schleife stellt verrnutlich die Bindungsdomane die- 
ser ARNA-Sequenzen an ARP oder Calgranulin C Oder 
ein ahnliches Protein dar. Die in der Haarnadel- 
5 schleife enthaltene Konsensus-Sequenz 5'-CUG-3' be- 
findet sich in einem Sequenzabschnitt , der Homolo- 
gien zur Sequenz des Hammerhead-Ribozyms aufweist. 
Das Hammerhead-Ribozym ist Bestandteil sich selbst- 
spleiftender, circularer, viraler RNA-Molekule , die 

10 sich entweder allein oder in Abhangigkeit von Hel- 
fer-Viren replizieren (Haseloff und Gerlach 1988) . 
Die konservierte Konsensus-Sequenz 5'- 

CUGANGA (N) X GAAAC des Hammerhead-Ribozyms ist teil- 
weise auch in der humanen ARNA I-Sequenz (Sinnori- 

15 entierung) (5'»CUG GAU UGA AAA G -3' , SEQ ID Nr. 8) 
enthalten. Das deutet darauf bin, dass das ARNA I- 
Molekul, wie auch die anderen ARNA-Molekule r in 
diesem Sequenzabschnitt neben der Proteinbindungs-. 
domane einen weiteren f unktionellen Bereich ent- 

20 halt, der ribozymatische Aktivitat besitzt. 

Die Erfindung betrifft daher auch eine Nucleinsau- 
. re, die in ihrer Sekundarstruktur eine Haarnadel- 
schleife mit der Konsensus-Sequenz 5'-CUG-3', ins- 
besondere mit einer der in SEQ ID Nr. 12 und 13 ge- 

25 zeigten Sequenzen ausbildet. Die Erf indung betrifft 
ferner eine Nucleinsaure, deren in der Sekundar- 
struktur ausgebildete Haarnadelschleif e mit einer 
der in SEQ ID Nr. 12 und 13 gezeigten Sequenzen die 
Bindung der Nucleinsaure an ein Protein, insbeson- 

30 dere ein Angiotropin related protein-Mplekul ver- 
mittelt . 
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Die vorliegende Erfindung betrifft auch eine erst- 
malig nachgewiesene . Bindungsdomane von Nucleinsau- 
ren, insbesondere ARNA-Nucleinsauren, zur Bindung 
an Proteine, insbesondere ARP oder Calgranulin C 
5 oder ahnliche Proteine, die gekennzeichnet ist 
durch die Ausbildung einer charakteristischen Haar- 
nadelschleife mit der jeweils nur in einer Sequenz- 
orientierung auf tretenden Konsensus-Sequenz 5' -COG- 
S' , insbesondere einer Sequenz ausgewahlt aus SEQ 
10 ID Nr. 12 oder 13, wobei letztere gegebenenf alls 
eine hohere Spezifitat zur Proteinbindungsdomane 
ARP beziehungsweise Cal C aufweisen. 

Die Tatsache, dass die vorstehend beschriebene 
Haarnadelschleif e der ARNA-Sequenzen, also die ver- 

15 mutliche Bindungsdomane an ARP oder Calgranulin C 
oder ein ahnliches Protein, in der Sekundarstruktur 
unterschiedlicher ARNA-Sequenzen vorhanden ist, 
weist darauf hin, dass ARP oder Calgranulin C oder 
ahnliche Proteine Molekule fur den inter- und/oder 

20 intrazellularen Transport der verschiedenen, « mit 
dem Angiotropin-Komplex assoziierten RNA- 
Bestandteile sind. Dies bietet erf indungsgemafi die 
Moglichkeit, den Angiotropin-Proteinbestandteil ARP 
oder ahnliche Proteine, insbesondere andere S100- 

25 Proteine, auch fur RNA-Moleklile, die natiirlicher- 
weise nicht mit dem Angiotropin-Komplex assoziiert 
sind, als TransportmolekCile zu nutzen. 

Erf indungsgemali . konnen RNA-Molekule mit enzymati- 
scher Aktivitat, wie zum Beispiel Ribozyme, oder 
30 Nucleinsauren, . beispielsweise RNA-Moleklile, die die 
Transkriptionsprodukte von Genen von potentiellem 
therapeutischem oder diagnostischem Interesse dar- 
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stellen, mit den erf indungsgemaBen ARNA- 
spezifischen Sequenzen versehen werden, die unter 
geeigneten Bedingungen zur Ausbildung einer Haarna- 
delschleife zur Bindung an ARP Oder. Calgranulin C 
5 oder ahnliche Proteine, insbesondere andere S100- 
Proteine, fiihren, die der bei ARNA-Sequenzen nach- 
gewiesenen entspricht. Vorzugsweise werden solche 
Nucleinsauren, die eine ARNA-spezif ische Haarnadel- 
struktur zur Bindung an ARP oder ahnliche Trans- 
it) portproteine aufweisen, unter Verwendung herkommli- 
cher synthetischer oder gentechnischer Verfahren 
(vgl. Sambrook et al. 1989) hergestellt. Soil die 
zu transf erierende Nucleinsaure ribozymatische Ak- 
tivitat aufweisen, kann die ange.lagerte Haarnadel- 
15 schleif en-Sequenz gegebenenf alls so modifiziert 
werden, dass sie eine starkere Homologie zur Kon- 
sensus-Sequenz von Hammerhead-Ribozymen als die er- 
f indungsgemafte Haarnadelschleif e der humanen ARNA 
I-Sequenz aufweist. Soil die zu transf erierende 
20 Nucleinsaure keine ribozymatische Aktivitat aufwei- 
sen, kann die Sequenzzur Ausbildung einer Haarna- 
. delschleife so modifiziert werden, dass die fur die 
Ribozym-Aktivitat relevanten Nucleotide gegen Nuc- 
leotide ausgetauscht werden, die zu einer Blockie- 
25 rung der Ribozym-Aktivitat fuhren. Splche Sequenz- 
modif ikationen konnen mit Hilfe iiblicher gentechni- 
scher Verfahren, beispielsweise Verfahren der in 
. vitro-Mutagenese, erfolgen. 

Nach Bildung eines ternaren Komplexes mit ARP und 
30 Metall-Ionen, beispielsweise Kupf er-Ionen, konnen 
die so heirgestellten beziehungsweise modif izierten 
Nucleinsauren gezielt in solche Zellen und/oder Ge- 
webe eingeschleust werden, die. naturliche Zielzel- 
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len oder Zielgewebe fur Angiotropin darstellen, zum 
Beispiel Endothelzellen . Sollen die so hergestell- 
ten beziehungsweise modif izierten Nucleinsauren 
spezifisch in andere Zielzellen eingefuhrt werden, 
5 werden zur Bildung ternarer Komplexe andere Protei- 
ne, beispielsweise andere SlOO-Proteine, verwendet, 
die gegebenenf alls andere Zielzell-Spezif itaten 
aufweisen. Erf indungsgemaft konnen fur die Assozia- 
tion der Nucleinsaure mit dem Protein solche Prote- 

10 ine verwendet werden, die eine Bindung an die Nuc- 
leinsaure ermoglichen . Dies konnen Proteine sein, 
die dieselbe Bindungsdomane an RNAs wie ARP oder 
Cal C besitzen. Diese Proteine konnen an eine RNA 
binden, die innerhalb einer Haarnadelschleif e ent- 

15 weder die Sequenzabf olge S'-CUG^ 1 oder die Se- 
quenzabfolge der SEQ ID Nr. 12 oder der SEQ ID Nr. 
13 aufweist. Diese Proteine konnen noch zusatzli- 
che, das heiftt von ARP beziehungsweise Cal C ver- 
schiedene Sequenzdomanen aufweisen. Diese weiteren 

20 Sequenzdomanen konnen eine von ARP und Cal C abwei- 
chende Zielzellspezif itat vermitteln. 

Aufgrund dieser gezielt modif izierten Zielzellspe- 
zifitat kann der gebildete Nucleinsaurekomplex spe-. 
zifisch an die jeweils gewunschten Zellen andocken, 

25 in. diese penetrieren und anschliefiend die gewunsch- 
te Aktivitat entfalten. Der gebildete Nucleinsaure- 
komplex kann in vivo oder in vitro in beliebige eu- 
karyontische Zellen, Zellkulturen oder Gewebe,. ins- 
besondere jedoch Zellen und Gewebe von Saugern und 

30 Vogeln,' eingeschleust werden. 

Nach Einftihrung solcher modif izierten Nucleinsauren 
konnen in den Zellen beispielsweise spezifische 
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Nucleinsauren oder Gene ausgeschaltet werden, zum 
Beispiel uber eine ribo2ymatische Aktivitat der 
eingeschleusten Nucleinsauren, uber einen Anti- 
sense-Mechanismus oder einen Cosuppressions-Ef fekt . 
5 Es konnen auch Gene eingefuhrt werden, die vorher 
in diesen Zellen nicht vorhanden waren beziehungs- 
weise deren Funktion in diesen Zellen gestort war. 
So ist zum Beispiel eine gezielte Tumortherapie ; 
moglich, indem Zielzellen durch diese spezifisch 

10 erkennende Nucleinsaurekomplexe erkannt . und be- 
kampft werden. Das erf indungsgemafte Verfahren eig- 
-net sich insbesondere auch zur somatischen Genthe- 
rapie. Ebenso konnen auch Gene in Zellen einge- 
fuhrt, die als Reporter-Gene fungieren, beispiels- 

15 weise uirt solche Zellen zu markieren oder nachzuwei- 
sen. 

Dem therapeutischen Einsatz von Ribozymen standen 
in der Vergangenheit prinzipiell zwei Probleme ge- 
genuber. Zum einen sind RNA-Molekule allgemein sehr 

20 Hydrolyse-empf indlich, was zu einer relativ . kur zen 
: Halbwertszeit der Molekule fuhrt. Zum anderen war 
in der Vergangenheit die Effizienz bei herkommli- 
chen Verfahren zur Transfektion von RNA-Molekulen 
sehr gering. Im Stand der Technik sind.jedoch meh- 

25 rere Verfahren beschrieben, mit deren Hilfe die ge- 
* nannten Probleme uberwunden werden konnen. Bei- 
spielsweise kann durch eine chemische. Modifikation 
des Ribose-Phosphat-Gerustes eirie RNA so stabili- 
siert werden, dass sie gegenuber Hydrolyse groliere 

30 Resistenz zeigt (Perreault et al. f 1991; Yang et 
al. 1992; Heidenreich et al. 1993), wobei insbeson- 
dere 2' -OH-Gruppen durch andere f unkt ionelle Grup- 
pen, beispielsweise Amino-, Fluoro-, O-Allyl- oder 



WO 02/068636 



PCT/EP02/00859 



-27- 



O-Methylgruppen substituiert werden. Die Effizienz 
der Transfektion von RNAs kann beispielsweise da- 
durch erhoht werden, dass die Transfektion uber Li- 
posomen vermittelt wird, insbesondere solche, die 
5 kationische Lipide und neutrale Phospholipide um- 
fassen (Feigner et al. 1993). Mit Hilfe solcher Li- 
posomen konnen RNA-Molekule int razellular einge- 
schleust werden (Akhtar et al. 1991) . 

Bevor die erf indungsgemaft modif izierten Nucleinsau- 
10 ren in Zielzellen eingefuhrt werden, konnen sie da- 
her gegebenenf alls chemisch modifiziert werden, in- 
dem beispielsweise eine oder mehrere funktionelle 
2' -OH-Gruppen des Zucker-Phosphat-Gerusts gegen an- 
dere funktionelle Gruppen, beispielsweise eine Ami- 
15 no-, Fluoro-, O-Allyl- oder O-Methylgruppe ausge- 
tauscht werden, urn die Nucleinsaure zu stabilisie- 
ren. Die mit Metall-Ionen und/oder Proteinen kom- 
plexierten Nucleinsauren konnen gegebenenf alls un- 
ter Verwendung von . Liposomen in Zielzellen einge- 
20 fuhrt werden, um die Effizienz des Transports in 
die gewunschten Zielzellen zu verbessern. Selbst- 
verstandlich erfasst die Erfindung auch natiirli- 
cherweise in Zellen stattf indende posttranskriptio- 
nale Modif ikatiohen. 

25 Die vorliegende Erfindung betrifft daher ein Ver- 
fahren zum Transport eines Nucleinsauremolekuls in 
eukaryohtische Zellen, Zellkulturen oder Gewebe, 
insbesondere Zellen und Gewebe von . Saugern und V6-, 
geln, in vitro oder in vivo umfassend die folgenden 

30 Schritte: 
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- Modif ikation des zu transportierenden Nucleinsau- 
remolekuls, das natiirlicherweise nicht mit dem 
Angiotropin-Komplex und/oder ahnlichen Komplexen 
im Zusammenhang steht, durch Anlagerung von Se- 

5 quenzen eines erf indungsgemaften Nucleinsauremole- 

kuls, die unter geeigneten Bedingungen zur Aus- 
bildung einer Haarnadel-schleif e mit der Konsen- 
sus-Sequenz 5'-CUG-3' geeignet sind; 

- Herstellung eines ternaren Komplexes durch in 
10 vitro Zugabe von Metall-Ionen und mindestens ei- 

nem Protein zu dem modif izierten Nucleinsauremo- 
lekttl; 

- Applikation des hergestell ten ternaren Komplexes 
auf Zellen oder Gewebe, in die das modifizierte 

15 Nucleinsauremolekul eingebracht werden soil. 

In einer bevorzugten Ausf uhrungsf orrti betrif f t die 
vorliegende Erfindung ein Verfahren zum Transport 
eines Nucleinsauremolekuls in eine eukaryontische 
Zelle, wobei das Protein ein ARP-Molekiil, Calgranu- 

20 lin C oder ein ahnliches Protein, insbesondere ein, 
das Bindemotiv von ARP oder Calgranulin C fur das 
Nucleinsauremolekul aufweisendes Protein ist. In 
einer. weiteren bevorzugten Ausf uhrungsf orm werden 
zur Herstellung des ternaren Komplexes Metallionen 

25 wie Cu 2+ -, Mg 2+ -, Ca 2+ -, Na + -, K + - oder Zn 2 ^-Ionen 
v.erwendet. In. noch einer weiteren bevorzugten Aus- 
fuhrungsform der Erfindung ist das modifizierte 
Nucleinsauremolekul ein Molekul mit enzymatischer 
Aktivitat.. 
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Erfindungsgemaft ist ferner vorgesehen, die ARNA fur 
diagnostische Zwecke spezifisch zu markieren. Dies 
kann beispielsweise mit einem radioaktiven Label, 
mit Digoxigenin Oder mit f luoreszierenden Markern 
5 erfolgen. Mitteis radioaktiv und Digoxigenin mar- 
kierter ARNA konnen beispielsweise in situ Hybridi- 
sierungen durchgef uhrt werden, die eine zellulare 
Lokalisation der ARNA nach der zellularen Aufnahme 
ermoglichen wurden. Eine mit f luoreszierenden Sub- 
10 stanzen markierte ARNA kann beispielsweise in kul- 
tivierten Zellen nach deren zellularer Aufnahme 
mikroskopisch sowohl zeitlich als auch raumlich 
verfolgt werden. 

Eine besonders bevorzugte Ausf uhrungsf orm der vor- 
15 liegenden Erfindung sieht daher die Verwendung von 
ARNA-spezif ischen Sequenzen, also der erf indungsge- 
maften Nucleinsauren, insbesondere Sequenzen, die 
unter geeigneten Bedingungen zur Ausbildung einer 
die Konsensus-Sequenz 5'-CUG-3' enthaltenden Haar- 
20 nadelstruktur fahig sind, zur Modifikation von na- 
turlicherweise nicht mit dem Angiotropin-Komplex 
assoziierten Nucleinsauren zur Herstelluhg von Di- 
agnostika und Therapeutika vor. Die so modifizier- 
ten Nucleinsauren lassen sich als Diagnostika oder 
25 Therapeutika fur spezifische Zellen oder Gewebe 
verwenden, indem sie an ARP oder Calgranulin C oder 
ahnliche Transportmolekule gebunden und uber diese. 
Transportmolekiile in die zu behandelnden Zielzellen 
eingeschleust werden. 

30 Im Zusammenhang mit der vorliegenden Erfindung wer- 
den unter Diagnostika beliebige Stoffe verstanden, 
die spezifisch das Vorhandensein von Zustanden, 
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Prozessen oder Substanzen beziehungsweise deren Ab- 
wesenheit erkennen konnen und insbesondere Ruck- 
schlusse auf Krankheitszustande geben konnen. Di- 
agnostika weisen haufig erkennende und markierende 
5 Funktionen auf. 

Unter dem Begriff Therapeutika werden insbesondere 
solche Stoffe verstanden, die entweder prophylak- 
tisch oder krankheitsbegleitend eingesetzt werden 
konnen, urn Krankheitszustande zu vermeiden, zu lin- 
10 dern oder zu beseitigen. 

Im Zusanimenhang mit der vorliegenden Erfindung wer- 
den unter Krankheiten auch Zustande wie unnatiirli- 
che Gemiitszustande, Schwangerschaf ten, Alterser- 
scheinungen, Entwicklungsst<3rungen oder ahnliches 
15 verstanden. 

Eine weitere bevorzugte. Ausf uhrungsf orm der vorlie- 
genden Erfindung sieht daher die Verwendung von 
ARNA-spezif ischen Sequenzen, also der erf indungsge- 
mafien Nucleinsauren, insbesondere Sequenzen, die 

20 unter geeigneten ; Bedingungen zur Ausbildung einer 
die Konsensus-Sequenz 5' -CUG-3' , insbesondere eine 
Sequenz dargestellt in SEQ ID Nr. 12 oder 13, 
enthaltenden Haarnadelstruktur fahig sind, zur 
Isolierung von Proteinen vor, die ahnlich wie ARP 

25 an solche Haarnadel-Strukturen binden konnen. Bei 
solchen Proteinen kann es sich beispielsweise urn 
andere Vertreter der SlOO-Proteine handeln, die 
gegebenenf alls andere Zellspezif i taten . aufweisen 
als ARP. 

Erf indungsgemaft wurde die Funktion der erfindungs- 
30 gemaften humanen ARNA I -Sequenz in vivo unter Ver- 
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wendung des Chorioallantois-Membran-Tests am bebrii- 
teten Huhnerei bestimmt. Der Chorioallantois- 
Membran-Test stellt ein einfaches Testsystem zur 
Untersuchung von Neovaskularisierungs-Prozessen 
5 dar. Eine angiogenetische Wirkung lasst sich anhand 
der Ausbildung von Blutgef alien leicht nachweisen. 
In vitro synthetisierte Angiotropin-RNA wurde mit 
ARP (Calgranulin C) und CuCl 2 zu einem ternaren An- 
giotropin-Komplex rekonsti tuiert und auf die frei- 

10 gelegte Membran appliziert. Dabei zeigte sich, dass 
die rekonstituierten ternaren Angiotropin-Komplexe 
beziehungsweise die in vitro synthetisierten ARNA I 
(Sense- beziehungsweise Antisense- ) -Sequenzen uber 
einen weiten Konzentrationsbereich hinweg auf die 

15 Huhnerembryonen toxisch wirkten. Innerhalb des 
nicht-letalen Konzentrationsbereichs zeigten die 
Ergebnisse der CAM-Assays insgesamt einen RNA- 
abhangigen Regulationsmechanismus der Angiotropin- 
induzierten Angiogenese. Erf indungsgemaft wurde u- 

20 berraschenderweise f estgestellt , dass nicht nur der 
rekonstituierte ternare Angiotropin-Komplex aus 
ARNA I(s)-RNA, Kupf er ( I I ) -Ion en und nativem porci- 
nen Galgranulin C angiogenetische Aktivitat zeigte, 
sondern auch die ARNA I(s)-Sequenz in Kombination 

25 mit Kupfer (II) -Ionen, jedoch ohne den Proteinbe- 
standteil Calgranulin C. Ebenso uberraschend wurde 
f estgest'ellt, dass ARNA I (Antisense) -Sequenzen 
(ARNA I (as) ) enthaltende ternare Komplexe nicht nur 
keine angiogenetische. Wirksamkeit zeigten, sondern 

30 im Testsystem sogar die Angiogenese hemmen konnteh. 

In einer weiteren bevorzugten Ausf uhrungsf orm der 
Erfindung ist daher vorgesehen, die erf indungsgema- 
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Be ARNA I-Sequenz als Wirkstoff zur Modulation an- 
giogenetischer Prozesse einzusetzen. 

In einer besonders bevorzugten Ausf uhrungsf orm der 
Erfindung wird die ARNA I(s)-Sequenz als Wirkstoff 
5 zur Herstellung eines Therapeutikums zur Induzie- 
rung angiogenetische Prozesse, insbesondere zur 
Wundheilung, verwendet. In einer vorteilhaf ten Aus- 
gestaltung kann das ARNA I(s)-Molekul in der Trans- 
plantatiohschirurgie eingesetzt werden, um durch 

10 die verstarkte Vaskularisierung die Integration des 
Transplantats zu beschleunigen und die Bildung i- 
schamischer Nekrosen zu vermeiden.. In einer weite- 
ren vorteilhaf ten Ausgestaltung kann das ARNA I(s)- 
Molekul zur Induzierung der Neovaskularisierung von 

15 Herzkranzgef alien verwendet werden. Dadurch lafit 
sich eine Coronarangioplas tie unter Verwendung ei- 
nes Ballonkatheders oder mittels einer Bypass- 
Operation vermeiden. Erf indungsgemaft kann die ARNA 
I(s)-Sequenz entweder in Kombination mit Kup- 

20 f er (II) -Ionen und Calgranulin C oder nur in Kombi- 
nation mit Kupfer (II) -Ionen, das heiBt ohne das 
Protein Calgranulin C, eingesetzt werden.. 

In einer weiteren bevorzugten Ausf uhrungsf orm der 
Erfindung wird die ARNA I (as) -Sequenz als Wirkstoff 

25 zur Herstellung eines Therapeutikums zur Hemmung 
pathogener angiogenetischer Prozesse, insbesondere . 
bei Hamangiomen oder bei der Tumorangiogenese, ver- 
wendet. Vprzugsweise liegt die ARNA I (as) -Sequenz 
in" Form eines ternaren Komplexes, das heifot in Kom- 

30 bination mit Calgranulin C und Kupfer (II ) -Ionen, 
vor. In bevorzugter Ausf uhrungsf orm liegt dieser 
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ternare Komplex zusammen mit Kalium- und Natriumio- 
nen vor. 

Erf indungsgemaB konnen die zur Verwendung als Wirk- 
stoff zur Modulierung angiogenetischer Prozesse 
5 vorgesehenen Nucleinsauren auch chemisch modifi- 
ziert werden, indem beispielsweise ein oder mehrere 
funktionelle 2' -OH-Gruppen des Zucker-Phosphat- 
Gerusts gegen andere funktionelle Gruppen, bei- 
spielsweise eine Amino-, Fluoro-, O-Allyl- oder O- 

10 Methylgruppe ausgetauscht werden, urn die Nuclein- 
saure zu stabilisieren . Gegebenenf alls konnen die 
mit Metall-Ionen und/oder Proteinen komplexierten 
Nucleinsauren auch unter Verwendung von Liposomen 
in die Zielzellen eingefuhrt werden, urn die Effi- 

15 zienz der Trahsfektion zu verbessern. . 

Die vorliegende Erfindung betrifft daher auch ein 
Verfahren zur Induzierung angiogenetischer Prozesse 
in Geweben eines Saugerorganismus, umfassend die 
folgenden Schritte: 

20 - Herstellung eines ternaren Komplexes durch Kom- 
plexierung eines erf indungsgemaflen Nucleinsaure- 
molekuls in Sinn-Orientierung mit Metall-Ionen 
und gegebenenf alls einem Protein in vitro; und 

- Applikation der komplexierten Nucleinsaure auf 
25 Gewebe, in denen der angiogenetische Prozess in- 
duziert werden soli. 

Die vorliegende Erfindung betrifft ebenfalls ein 
Verfahren zur. Hemmung angiogenetischer Prozesse in 
Geweben eines Saugerorganismus, umfassend die fol- 
30 genden Schritte: 
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- Herstellung eines ternaren Komplexes durch Kom- 
plexierung eines erf indungsgemafcen Nucleinsaure- 
molekuls in Antisinn-Orientierung mit Metall- 
Ionen und gegebenenf alls einem Protein in vitro; 

5 und 

- Application der komplexierten Nucleinsaure auf 
Gewebe, in denen ein' angiogenetischer Prozess ge- 
hemmt werden soil. 

Die vorliegende Erfindung betrifft weiterhin sich 
10 aus Figur 2. ergebene Verfahren und Verwendungen, 
mittels derer die molekularen Funktionen des mit 
dem Angiotropin-Komplex assoziierten RNA-Bestand- 
teils ARNA I bei der Dif f erenzierung von Endothel- 
zellen zu kapillaren Zellen im Rahmen der- Angioge- 
15 nese genutzt werden konnen. 

Die im nativen Angiotropin vorliegende ARNA I(s)- 
Sequenz ist partiell komplementar zur Intron- 
. Sequenz der Pseudo-ARNA-I-Sequenz . Das Antisinn- 
Transkript des Pseudo-ARNA I-Gens stellt daher wohl 

20 das Vorlaufertranskript fur die ARNA I (s) dar. Die- 
ses Antisinn-Transkript wird analog einer pra-mRNA 
transkribiert und enthalt die ARNA I(s) als Intron. 
Aus diesem Transkript wird dann ARNA I (s) -Form, ge- 
gebenenf alls in circularer Form, gespleiftt. Die po- 

25 tentielle Generierung der ARNA I(s)-Sequenz ist in 
Figur 3 dargestellt. Die ARNA I (s) -Sequenz liegt 
vermutlich circular vor. Durch Assoziation des ARNA 
,1 (s) -Molekuls mit ARP und Cu 2+ - -und/oder gegebenen- 
falls Zink-, Calcium-, Kalium- und/oder Natrium- 

30 Ionen wird der vollstandige Metallo-RNP-Komplex An- 
giotropin konstituiert . Bei Bedarf wird dieser Kom- 
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plex aus der Zelle sezerniert, diffundiert zu den 
Endothelzellen und gelangt mittels Endocytose oder 
uber einen Rezeptor in das Zellinnere der Endothel- 
zellen. Dort lagert sich die einstrangige ARNA 
5 I(s)-Sequenz an homologe Bereiche der pra-mRNA be- 
ziehungsweise mRNA des L27a-Gens, so dass diese 
nicht mehr als Transkriptionsmatrize zur Synthese 
des ribosomalen L27a-Proteins fungieren kann. Da 
aufterdem in der Proteinbindungsdomane des ARNA 

10 I (s) -Molekuls ein zur Konsensus-Sequenz der Ham- 
merhead-Ribozyme homologer Sequenzabschnitt identi- 
fiziert wurde, konnte zudem eine sequenzspezif ische 
Hydrolyse der pra-mRNA beziehungsweise mRNA des 
L27a-Gens erfolgen. Auch dies hatte zur Folge, dass 

15 die Synthese des ribosomalen L27a-Proteins unter- 
brochen wird. Da sich ohne das L27a-Protein jedoch 
keine f unktionsf ahigen Ribosomen konstituieren kon- 
. nen, fuhrt dies zur vollstandigen Inhibition der 
gesamten zellularen Translation. Dies wiederum be- 

20 wirkt, dass Endothelzellen nicht mehr prolifieren 
konnten. Dass Angiotropin die Proliferation von En- 
dothelzellen hemmt, wurde experimentell nachgewie- 
sen (Hockel et al. 1987; Noll 1998). Sobald kein 
Angiotropin mehr in den Zellen vorhanden ist f kann 

25 deren Proliferation wieder stattfinden, so dass 
dieser Prozess reversibel ist. Die durch die Hem- 
mung der zellularen Translation . eirzwungene Umstel- 
lung des Stof f wechsels der Zelle fuhrt dann zu der 
experimentell nachgewiesenen Dif f erenzierung von 

30 Endothelzellen zu kapillaren Zellen. 



In der er f indungsgemaB vorgesehenen Verf ahrensweise 
zur Angiotropin-induzierten Dif f erenzierung von 
Zellen, insbesondere stark prolif erierenden Zellen, 
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wie Tumorzellen und Stammzellen, aber auch Endo- 
thelzellen und Nervenzellen, unter Verwendung der 
erf indungsgemaflen Nucleinsaure-Molekiilen, die ins- 
besondere eine Bindung an die mRNA des L27a-Gens 
ermoglichen, zum Beispiel die Sequenzen der SEQ ID 
Nr. 1 bis 5, 10 und 11, nimmt die Inhibition des 
ribosomalen L27a-Proteins eine Schlusselstelle ein. 
Wie vorstehend erwahnt, wird die mRNA dieses Prote- 
ins in Karzinomzellen gegeniiber der mRNA anderer 
ribosomaler Proteine stark uberexprimiert , so dass 
ein direkter Zusammenhang zwischen diesem Protein 
und einer verstarkten Zellprolif eration besteht. 
Erf indungsgemafl besteht daher die Moglichkeit, Kar- 
zinomzellen direkt zu behandeln, indem ARNA I- 
Sequenzen umfassende Angiotropin-Komplexe in diese 
Zellen eingeschleust werden. Die ARNA I-Se.quenzen 
fiihren in den Karzinomzellen zu einer direkten Hem- 
mung . der L27a-Translation und damit zu einer Hem- 
mung der Proliferation dieser Zellen. 

20 Die Erfindung betrifft. daher auch Verfahren zur. Re- 
duktion der Proliferation . von Zellen und/oder zur 
vorzeitigen Eihleitung der Dif f erenzierung dieser 
Zellen, wobei ein Nucleinsauremolekul der vorlie- 
genden Erfindung, insbesondere ein Nucleinsauremo- 

25 lekul dargestellt in einer der SEQ ID Nr.. 1, 2, 3, 
4, 5, 10 und/oder 11, ein diese Nucleinsauremoleku- 
le enthaltener Vektor, ein diese Molekule oder Vek- 
toren enthaltene Wirtszelle, eine diese Nucleinsau- 
remolekule enthaltender Komplex und/oder ein Anti- 

30 . korper gegen diesen Komplex in die Zelle einge- 
schleust wird, dabei die . Aktivitat und/oder Expres- 
sion des L27a-Gens Oder davon codierten Genproduk- 
tes gehemmt oder. reduziert und so die Proliferation 
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der Zelle reduziert oder gehemmt wird sowie gegebe- 
nenfalls dadurch eine vorzeitige Einleitung der 
Dif f erenzierung erfolgt. In einer bevorzugten Aus- 
fuhrungsform des erf indungsgemaften Verfahrens han- 
5 delt es sich also bei den Zellen um stark prolife- 
rierende Zellen, insbesondere Stammzellen, Tumor- 
zellen und Zellen, die zum Beispiel aufgrund patho- 
gener Prozesse degeneriert sind und stark prolife- 
rieren, aber auch um Endothelzellen . In einer wei- 

10 teren bevorzugten Ausf uhrungsf orm handelt es sich 
bei den Zellen um krankhaft veranderte Zellen, bei- 
spielsweise um Zellen, die bei der Schuppenf lechte 
( Psoriasis-Formenkreis) entstehen. In weiteren be- 
vorzugten Ausf uhrungsf ormen handelt es sich bei den 

15 Zellen um Nervenzellen . 

In bevorzugter Ausf uhrungsf orm der vorliegenden Er- 
findung ist es vorgesehen, in dem Nucleinsaure- 
komplex der vorgenannten Art ein Protein einzuset- 
zen, welches einerseits das Nucleinsauremolekul 

20 bindet, andererseits aber auch Spezif itat im Hin- 
blick auf die zu. transf ormierende Zielzelle auf- 
weist. Ein solches Molekul. kann Calgranulin C oder 
ARP. oder ein ahnliches Protein sein. Ein ahnliches 
Protein im Zusammenhang mit der vorliegenden Erfin- 

25 dung ist ein Protein,, welches eine Bindung an ein 
Nucleinsauremolekul der vorliegenden Erfindung, 
insbesondere der vorstehend definierten Art ermog- 
licht, insbesondere eine Bindungsdomane von Calgra- 
nulin C oder ARP an das Nucleinsauremolekul auf- 

30 weist. Dieses Protein weist erf indungsgemaft Er.ken-- 
nungsstellen auf, die eine spezifische Erkennung, 
Bindung und Penetration von bestimmten zu transfor- 
mierenden Zielzellen ermoglicht, so dass nicht 
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samtliche Zellen des behandelten Organismus erfasst 
werden. Aufgrund der durch diese Bindungs- und Er- 
kennungsstellen des Proteins vermittelten Spezifi- 
tat ist es moglich, einzelne Zelltypen in einem Or- 
5 ganismus gezielt den erf indungsgemaft erzielten Ef- 
fekten auszusetzen, das heiftt beispielsweise diese 
Zellen mittels der erf indungsgemaft vorgesehenen 
Wirkung dosisabhangig entweder zu toten Oder die 
Proliferation zu unterbinden und die Differenzie- 
10 rung einzuleiten. 

Die Erfindung betrifft auch Vektoren, enthaltend 
eine Nucleinsauresequenz der vorliegenden Erfin- 
dung, gegebenenf alls zusammen mit regulatorischen 
Elementen, Elementen, die die Replikation in einem 
15 Wirt ermoglichen, Elementen, die die Selektion mit 
dem Vektor transf ormierter Zellen ermoglichen oder 
sonstigen im Stand der Technik bekannten Elementen. 
Erf indungsgemaft kann der Vektor zum Beispiel ein 
Cosmid, Phage oder Plasmid sein. 

20 Die Erfindung betrifft auch Wirtszellen, die derar- 
tige Vektoren enthalten. Derartige Wirtszellen kon- 
nen bakterielle, pflanzliche, tierische oder 
menschliche Zellen sein, zum Beispiel Primatenzel- 
len, Mauszellen, Hamsterzellen oder auch Insekten- 

25 zellen. 

Wie vorstehend erlautert, erfasst die Erfindung 
auch Nucleinsaurekomplexe, umfassend mindestens ein 
Nucleinsauremolekul der vorliegenden Erfindung, 
entweder zusammen mit mindestens einem Metallion 
30 und/oder einem Protein. Das Protein kann beispiels- 
weise aus der Familie der SlOO-Proteine (Dell.'Ange- 
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lica et al., a.a.O.) stammen, insbesondere ein hu- 
manes oder porcines Calgranulin C Oder Angiotropin- 
related-Proteinmolekiil sein. Im Zusammenhang mit 
der vorliegenden Erfindung wird unter einem S100- 
5 Protein ein Protein mit zwei Calciumbindungsmotiven 
verstanden, die als EF-Handstrukturen bezeichnet 
werden, insbesondere ein Protein mit einer Amino- 
sauresequenzidentitat von mindestens 50 %, mindes- 
tens 60 %, mindestens 70 %, mindestens 80 %, min- 
10 destens 90 % und bevorzugt mindestens 95 %, 97 % 
und 99 % zu humanem ARP. Als Metallion konnen bei- 
spielsweise Ca 2+ -, Cu 2+ ~, Na + -, K + -, Zn 2+ oder Mg 2+ - 
Ionen verwendet werden. 

Ein erf indungsgema&er Nucleinsaurekomplex umfassend 
15 ein Nucleinsauremolekul und ein Protein oder dessen 
Bestandteil, zumBeispiel Oligopeptid oder Polypep- 
tid, wird auch als Ribonucleot idpolypeptid und, 
wenn dieser Metallionen enthalt, als metallhaltiges 
Ribonucleotidpolypeptid bezeichnet. Derartige Kom- 
20 plexe konnen chemische, radioaktive oder f luores- 
zente Markierungen, auch mit cytotoxischer Wirkung, 
aufweisen. 

Die Erfindung betrif ft auch Antikorper, insbesonde- 
re monoclonale oder polyclonale Antikorper, die 
. 25 spezifisch einen der . vorgenannten Nucleinsaure- 
Komplexe erkennen und binden konnen. 

Die Erfindung betrif ft auch mindestens eins .der 
vorstehend genannten Agenzien enthaltende diagnos- 
tische oder pharmazeutische Zusammensetzungen, w'o- 
30 bei derartige Agenzien die erf indungsgemaften 
. . Nucleihsauren, Vektoren, Wirtszellen, Nucleinsaiire- 
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Komplexe oder Antikorper sein konnen. Diese Zusam- 
mensetzungen weisen weiterhin gegebenenf alls Zu- 
satz- oder Hilfsstoffe, wie pharmazeutisch vertrag- 
liche Trager, Farbstoffe, Aromastoffe, Suflungsmit- 
5 tel, Verdickungsmittel, Trennmittel , Sauerungsmit- 
tel, Gleitmittel, Konservierungsmittel oder ahnli- 
ches auf. Die pharmazeutischen Zusammensetzungen 
konnen zur spezifischen Beeinf lussung der Angio- 
morphogenese und des vaskularen Zustands eines Ge- 

10 webes des Korpers von Organismen, zur Obertragung 
genetischer Inf ormationen in Zellen f zur selektiven 
Veranderung des Nucleinsauregehaltes von Zellen, 
zur Induzierung angiogenetischer Prozesse und/oder 
zur Wundheilung, zur Hemmung angiogenetischer Pro- 

15 zesse und/oder zur Bekampfung von Tumoren einge- 
setzt werden. Erf indungsgemaB ist es auch moglich, 
die vorstehend genannten Agenzien zur zellselekti- 
ven reversiblen Inhibierung der Proteinbiosynthese, 
zum Beispiel in Endothelzellen, zur Inhibierung von 

20 Blutendothelzellen, zur spezifischen in vivo oder 
in -vitro Beeinf lussung der Blutgef aftbildung, insbe- 
sondere bei Herz- und Gef afterkrankungen, in der 
Transplantationschirurgie oder zur Inhibition des 
. Wachstums von Tumoren ebenso wie in der Wundheilung 

25 einzusetzen. Die erf indungsgemafien Nucleinsaure- 
komplexe weisen auch eine zellselektive morphogene 
Wirkung in vitro auf isolierte primare und/oder 
clonierte Blutkapillarendothelzellen in Kultur zur 
nichtmitogenen Induktion der Anderung des Zellpha- 

30 notyps.'aus dem konfluenten Zustand oder/und zur 
nichtmitogenen Anderung der. spatiot'emporalen supra- 
zellularen Organisation der Zellen zu dreidimensio- 
nalen organoiden kapillarahnlichen Strukturen in 
Kultur auf. Schlieftlich sind sie zur . spezifischen 
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chemotropischen Wirkung auf Blutgefafte in vivo, zur 
Induktion eines Richtungswachstums von Blutgefaflen 
in vivo und zur Induktion einer Neovaskualisierung 
von Geweben durch gerichtetes Einwachsen von Blut- 
5 gef alien geeignet. 

Die erf indungsgemaft vorgesehenen diagnostischen und 
pharmazeutischen Zusammenset zungen enthalten zurn 
Beispiel die erf indungsgemaBen Nucleinsauren 
und/oder Nucleinsaurekomplexe . Sie konnen bei- 

10 spielsweise subkutan, intrakutan, intramuskular o- 
der intravenos appliziert werden. Es sind jedoch 
selbstverstandlich auch weitere . im Stand der Tech- 
nik gebrauchliche Applikationsmoglichkeiten ein- 
setzbar. Insbesondere konnen die erf indungsgemafien 

15 Zusammensetzungen topisch oder systemisch eirige- 
setzt werden. 

Die diagnostischen Zusammensetzungen konnen zurn 
Beispiel zur Diagnose von Veranderungen des Blutge- 
faBwachstums eingesetzt werden. 

20 Erf indungsgemaft ist es auch moglich, die vorstehend 
genannten Agenzien zur Strukturanalyse von Nuclein- 
sauren, Nucleosiden oder .Nucleotiden einzusetzen, 
zurn Beispiel zur Deaminierung von Adenosin und Deo- 
xiadenosin, zur Hydrolyse von Inosin und Deoxiino- 

25 sin, zur Hydrolyse von Guanosin, zur Deaminierung 
von Guanin, zur Hydrolyse von Phosphorsaure- 
diestern, zur Hydrolyse von Phosphorsauremonoes- 
tern, zur Hydrolyse von .Nucleinsauresubstraten e- 
benso wie zur Herstellung . von Nucleinsauren in vivo 

30 and in vitro . Gegebenenf alls kann vorgesehen sein, 
die erf indungsgemaflen Verwendungen auch in Gegen- 
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wart von Magnesium 2+ -Ionen durchzuf uhren . Insbeson- 
dere kann erf indungsgemaft mit den vorstehend ge- 
nannten Agenzien die Herstellung von Adenosin, De- 
soxiadenosin, Guanosin, Desoxiguanosin, Inosin, 
5 Adenin, Guanin, Hypoxanthin oder Xanthin durchge- 
fuhrt werden. 

Die Erfindung betrifft die Verwendung der vorste- 
hend genannten Agenzien fur die vorstehend genann- 
ten Zwecke, insbesondere zur Prophylaxe Oder Hei- 
10 lung von Erkrankungen ebenso wie die Verwendung der 
vorstehend genannten Agenzien zur Herstellung von 
Arzneimitteln zur Erzielung der . genannten Zwecke, 
insbesondere zur Prophylaxe oder Heilung von Krank- 
heiten. 

15 Die Erfindung betrifft auch die Verwendung von 
SlOO-Proteinen, insbesondere ARP, Calgranulin C f 
oder der Nucleinsaure-Komplexe der vorgenannten Er- 
findung als Transportmolektil fur Nucleotidsequen- 
zen, insbesondere RNA-Molekule . 

20 Weitere vorteilhafte Ausgestaltungen ergeben sich 
aus den Unteranspruchen . 

Die folgenden Figuren und Beispiele erlautern die 
Erfindung. 

Figur.l zeigt die mit Hilfe des MFOLD-Programms er- 
25 stellte * Sekundarstruktur der humanen.ARNA I-Sequenz 
(Antisinn) 

Figur 2 zeigt in schematischer Form den Mechanismus 
der ARNA I ( s ) -induzierten Translationsinhibition 
uber einen Antisinn-Mechanismus . Dieser Antisinn- 
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Mechanismus fiihrt zur Dif f erenzierung von Endothel- 
zellen, wobei Kapillaren gebildet werden. 

Figur 3 zeigt schematisch die Struktur der erfin- 
dungsgemafien Pseudo-ARNA I-Sequenz (oben: Sinn- 
5 Strang, unten: Antisinnstrang) . 

Das Sequenzprotokoll (alle Sequenzen sind in 5' zu 
3' -Orientierung dargestellt) umfasst: 

SEQ ID Nr. 1 zeigt 42 Nucleotide der humanen, spe- 
zifischen ARNA I-Sequenz, die in der entsprechenden 
10 porcinen ARNA I-Sequenz nicht nachgewiesen wurden 
(Sinn-Orientierung) . 

SEQ ID Nr. 2 zeigt 42 Nucleotide der humanen, spe- 
zifischen ARNA-I-Sequenz von SEQ ID Nr. 1 in Anti- 
si nn-Orien tie rung . 

15 SEQ ID Nr. 3 zeigt die vollstandige, 205 Nucleotide 
umfassende Sequenz der humanen ARNA I-Sequenz, die 
den 163 Nucleotide umfassenden Sequenzteil umfasst, 
der identisch mit der Sequenz der porcinen ARNA I- 
Sequenz ist, in Sinn-Orientierung . 

20 SEQ ID Nr. 4 zeigt die vollstandige, 205 Nucleotide 
. umfassende Sequenz der humanen ARNA I-Sequenz von 
SEQ ID Nr. 3 in Antisinri-Orientierung . 

SEQ ID Nr. 5 zeigt die 235 Nucleotide umfassende 
Sequenz der humanen Pseudo-ARNA I-Sequenz. (Sinn- 
25 Orientierung) , inclusive der am 5' Ende vorhandenen 
ARNA.. I Nucleotide 1 bis 63 in Antisinn- 
Orientierung . 
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SEQ ID Nr. 6 zeigt die Sequenz des zur Isolierung 
der humanen ARNA I-Sequenz verwendeten Primers ARNA 
I (forward) . 

SEQ ID Nr. 7 zeigt die Sequenz des zur Isolierung 
5 der humanen ARNA I-Sequenz verwendeten Primers ARNA 
I (reverse) . 

SEQ ID Nr. 8 zeigt einen Teilabschnitt der humanen 
ARNA-I Sequenz ( Sinnorientierung) mit potentieller 
ribozymatischer Aktivitat. 

10 SEQ ID Nr. 9 zeigt die Sequenz von SEQ ID Nr. 8 in 
An ti sinnorientierung . 

SEQ ID Nr. 10 zeigt die in SEQ ID Nr. 5 erwahnten 
63 Nucleotide der humanen ARNA I in Sinn- 
orientierung. 

15 SEQ ID Nr. 11 zeigt die in SEQ ID Nr. 5 erwahnten 
63 Nucleotide der humanen ARNA I in Antisinn- 
Orientierung. 

SEQ ID Nr. 12 zeigt den im Haarnadelschleif enbe- 
reich gelegenen Konsensusbereich zwischen ARNA I(s) 
20 und ARNA II (as) Sequenzen in Sinn-Orientierung . 

SEQ ID Nr. 13 zeigt die Sequenz von SEQ ID Nr. 12 
. in Antisinn-Orientierung.. 

SEQ ID Nr. 14 zeigt den 19 Nucleotide mit besonde- 
rer Humanspezif itat aufweisenden Bereich der. SEQ ID 
25 . Nr. 1 in Sinn-Orientierung. 
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SEQ ID Nr. 15 zeigt den 19 Nucleotide umfassenden 
besonders humanspezif ischen Bereich der SEQ ID Nr. 
2 in Antisinn-Orientierung . 
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Beispiel 1 

Identif izierunq von ARNA I-Sequenzen in humanem 
Probenmaterial 

Voruntersuchungen mittels RT-PCR unter Verwendung 
5 verschiedener Primer hatten gezeigt, dass zur por- 
cinen ARNA I-Sequenz homologe Nucleinsauren sowohl 
in kommerzieller humaner Plazenta-Gesamt-RNA als 
auch in Con A-stimulierter Leukocyten-Gesamt-RNA 
nachgewiesen werden konnten. 

10 Zur Clonierung der humanen ARNA I-Sequenz wurde Ge- 
samt-RNA von humaner Plazenta unter Verwendung des 
Primers ARNA I (forward) (SEQ ID Nr. 6), der eine 
Eco Rl-Schnittstelle enthMlt, und des Primers ARNA 
I (reverse) (SEQ ID .Nr. 7), der eine Bam HI- 

15 Bestriktionsstelle enthalt, einer RT-PCR unterwor- 
fen. Die erhaltenen Amplif ikat ionsprodukte wurden 
mit den Restriktionsenzymen Eco RI und Bam HI ge- 
spalten und einer gelelektrophoretischen Aufreini- 
gung auf einem 2,5%-igen Agarose-Gel unterworfen. 

20 Nach Aufreinigung der Fragmente wurden diese in den 
Vektor pUC 19 .cloniert, der zuvor mit Eco RI und 
Bam Hi gespalten worden war. Nach Transformation 
und Selektion geeigneter Transf ormanten wurde die 
Sequenz der Insertionen im Clonierungsvektor be- 

25 stimmt. Die Sequenzierung erfolgte mit Hilfe des 
Dye Terminator Cycle Sequencing Kits und des ABI. 
PRISM 377A DNA-Sequenators . Die dabei erhaltenen 
vollstandigen und partiellen Sequenzen von. ARNA 
Its), ARNA I (as) und Pseudo-ARNA I . sind in SEQ ID 

30 Nr. 1 bis SEQ ID Nr. 5 und 8 bis 15 gezeigt. In Fi- 
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gur 3 wird in schematischer Weise die Pseudo-ARNA 
I-Sequenz gezeigt. Der obere Bereich stellt die 5'- 
3' Orientierung eines Sinntranskripts von der Pseu- 
do-ARNA I in pra-mRNA Form dar, also das potentiel- 
5 le L27a Exon I und das potentielle Intron umfassend 
die ARNA I-Nucleotide Nr. 64-205 und 1-63, beide in 
Antisinn-Orientierung, L27a Exon . II und Poly A 
Schwanz (in 5' zu 3' Richtung) . Dabei stellen die 
Nucleotide 50-63 der ARNA I (as) einen gemeinsamen 

10 Sequenzabschnitt zwischen ARNA I (as) und dem Be- 
reich des Pseudo-ARNA I Transkripts dar, der homo- 
log zum 5'-Ende des Exon II von L27a ist. Die 3* 
Spleifistelle der pra-mRNA von L27a beziehungsweise 
moglicherweise auch der Pseudo-ARNA I(s) Sequenz 

15 liegt im mit dem Doppelpfeil gekennzeichneten Be- 
reich. Im darunter gelegenen Bereich wird in 3'-5'- 
Orientierung (Antisinn-Transkript) dargestellt, wie 
das entsprechende Antisinn-Transkript der Pseudo- 
ARNA I-Sequenz aufgebaut .ist, namlich (in 3' zu 5' 

20 Richtung) : L27a Exon I in Antisinn, Intron aus ARNA 
I Nt 142-1 und ARNA I Nt "205-143 beide in Sinn- 
Orientierung, L27a Exon I (Antisinn) . Der poten- 
tielle Intronbereich der Pseudo-ARNA I-Sequenz wird 
durch die ARNA I (as) Bereiche 64 bis 205 und 1 bis 

25 63 konstituiert . Im Antisinn-Transkript der . Pseiido- 
. ARNA I (unterer Bereich) befindet sich der entspre- 
chende Intronbereich ARNA I(s) 142 bis 1 und ARNA 
I(s) 205 bis 143, der als Template fur die Generie- 
rung einer zirkularen ARNA I (s) -Sequenz dient. Mit- 

30 tels des dargestellten Pfeils. wird die potentielle 
Zirkularisierung dieser Sequenz dargestellt Dabei 
kennzeichnet die Pfeilspitze die Position der 5'- 
und das Pfeilende die Position der 3 1 -SpleiB-Stelle 
der ARNA I(s) innerhalb des. An.tisinn-Transkriptes 
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der Pseudo-ARNA I-Sequenz. Die Nucleotide 143-156 
der ARNA I (s) konnen ab der Position der 3' Spleift- 
stelle des Exons II der mRNA beziehungsweise pra- 
mRNA des L27a-Gens gegen dieses Exon hybridisieren . 

5 Beispiel 2 

In vitro-RNA-Synthese von ARNA I-Sequenzen 

Die clonierten ARNA I-Sequenzen wurden als Matrizen 
zur in vitro-RNA-Synthese verwendet. Dazu wurden 
via PCR blunt-end DNA-Templates hergestellt, die 

10 eine definierte Terminierung des nachf olgenden RNA- 
Transkripts ermoglichten . Diese DNA-Templats ent- 
hielten am 5' -Ende eine Promotorsequenz fur die T7- 
RNA-Polymerase und 3' -terminal zur Promotorsequenz 
die gewunschte DNA-Sequenz, deren RNA synthetisiert 

15 werden sollte. Die RNA-Synthese erfolgte unter Ver- 
wendung hochkonzentrierter T7-RNA-Polymerase nach 
dem Verfahren von Milligan und Uhlenbeck (1989), 
wobei die RNA-Synthese jedoch uber 18 h durchge- 
fuhrt wurde. Nach der Synthese wurde die RNA mit- 

20 tels DNase-Behandlung . .und Phenol/Chlorof orm- 
Behandlung gereinigt . Nach Aufreinigung der RNA 
mittels Microkonzentrationen von Amicon (optional 
auch ersetzt durch Ethanolf ullung) konnte die so 
synthetisierte RNA zur in vitro-Rekonstitution ter- 

25 narer Angiotropin-Komplexe eingesetzt werden . 

Beispiel 3 

Rekonstitution ternarer Angiotropin-Komplexe 

Zur Rekonstitution . ternarer Angiotropin-Komplexe 
wurde die in Beispiel 2 synthetisierte RNA einge- 
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setzt. Als Protein-Komponente wurde intrazellular 
isoliertes und auf gereinigtes porcines Calgranulin 
C aus Schweine-Granulocyten verwendet. Aufterdem 
wurde CuCl2 eingesetzt. Da das Konzentrations- 
5 verhaltnis zwischen RNA und Calgranulin C bisher 
experimentell nicht eindeutig quantif iziert werden 
konnte (Kuhn 1998), erfolgte die Rekonstitution der 
ternaren Komplexe unter Verwendung verschiedener 
Konzentrationen. Nach einer 1-stiindigen Inkubation 
10 bei 37°C wurden die Komplexe mit Pufferlosung 1:100 
verdiinnt . 



Beispiel 4 

Bestimmung der angiogenetischen Aktivitat mittels 
15 des CAM-Tests 

Der CAM-Test wurde durchgefuhrt wie von Noil (1998) 
und Kuhn (1998) beschrieben. 

Positive angiogenetische Reaktionen wurden entspre- 
chend der Ausbildung von Blutgefaften im Bereich der 

20 auf getragenen Probe entweder mit „++++" (sehr star- 
ke Erhohung der Anzahl von Kapillarnetzstrukturen) , 
„++ + xx (starke Erhohung der Anzahl von Kapillarnetz- 
strukturen), ,/++ x> (leichte Erhohung der Anzahl von 
Kapillarnetzstrukturen), „+" (sehr geringe Erhohung 

25 der Anzahl von Kapillarnetzstrukturen) oder „0 W 
(keine Veranderung; entspricht der Reaktion auf 
Puffer ohne Substrat) . Eine Verringerung der Anzahl 
der Kapillarnetzstrukturen wurde mit „-„ beurteilt. 
Die Ergebnisse der Untersuchungen sind in nachste- 

30 hender Tabelle zusammengef ass t . 
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Tabelle 



Probe 


Substratdosis [fmol] 


Ang i ogene - 
tischer 
Effekt 


Protein 


DVT A 






ARNA I (sense) /CalC/Cu 2+ 


■ 5, 6 


22, 4 


5, 6 


letai 


ARNA I (sense) /Cu 2+ 


U 




3, b 


ietal 


ARNA I(sense)/CalC/Cu 2 * 


J, D 


0, 224 


5, 6 


+++ + 


ARNA I (sense) 

/ CalL ( reKom . ] /lu 


5, 6 


0,224 


5,6 


+ + + 


ARNA I (sense) /Cu 2 * 


0 


0,224 


5,6 


+ + + 


ARNA I (antisense) /CalC/Cu 2+ 


5, 6 


0,224 


5,6 


letal ■ 


ARNA I (antisense) /Cu 2+ 


0 


0,224 


5,6 


letal 


ARNA I (antisense) /CalC/Cu 2 * 


5,6 


0,0224 


5,6 




ARNA I (antisense) /Cu 2+ 


0 


0,0224 


5,6 




CalC/Cu 2+ 


! 5,6 


0 


5,6 


0 



CAM-Testserie mitt els PCR-Template synthetisierter 
ARNA I 
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Beispiel 5 

Mechanismus der ARNA I-regulierten Angiogenese des 
Anqiotropins mittels Antisense-Inhibierung 

Figur 2 stellt schematisch den zellularen Mechanis- 
5 mus der durch native humane ARNA I(s) induzierten 
Translationsinhibition mittels Antisinn-Mechanismus 
dar. Die in Leucozyten 50 generierte ARNA I(s) (als 
10 in Figur 2 bezeichnet) stellt das Antisinn- 
Transkript des Pseudo-ARNA I-Gens mit der schwarz 

10 dargestellten ARNA l(s)-Sequenz als Intron-Sequenz 
dar. Diese Intron-Sequenz umfasst die vollstandige 
Sequenz von ARNA I(s) (SEQ ID Nr. 3), die somit ei- 
nem zellularen Spleift-Mechanismus unterliegt. Das 
Genprodukt des Pseudo-ARNA-Gens befindet sich daher 

15 nicht beziehungsweise nicht nur auf dem Sinnstrang, 
sondern vielmehr auf dem Antisinns trang . Damit ist 
das Antisinn-Transkript das funktionelle Transkript 
dieses Gens. Das Antisinntranskript des . Pseudo-ARNA 
I-Gens stellt das Vorlauf ertranskript fur die ARNA 

20 I(s) dar. Durch Assoziation der herausgespleifiten, 
vermutlich circularisierten ARNA I(s) (15) mit ARP 
18 und Cu 2+ ~Ionen wird der erf indungsgemafle voll- 
standige Metallo-RNP-Komplex Angiotropin 20 konsti- 
tuiert. Der Metallo-RNP-Komplex Angiotropin (als 20 

25 bezeichnet) wird bei Bedarf in den extrazellularen 
Raum 30 sezerniert und : dif f undiert zu den Endothel- 
zellen 40. In diesen hybridisiert die ARNA. I ( s ) 15 
. gegen die pra-mRNA.60 beziehungsweise mRNA des 
L27a-Gens beziehungsweise direkt gegen das L27a-Gen 

30 auf Transkriptionsebene . Dadurch wird die Synthese 
des ribosomalen L27a-Proteins inhibiert. Da inner- 
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halb einer Haarnadelschleif e der ARNA I(s) 15 eine 
Konsensussequenz zum Hammerhead-Ribozym identifi- 
ziert wurde, kann gegebenenf alls daruber hinaus 
noch eine sequenzspezif ische Hydrolyse der pra-mRNA 
5 beziehungsweise der mRNA des L27a-Gens stattfinden. 

Ohne ribosomales L27a-Protein kann keine Bildung 
von f unktionsf ahigen Ribosomen stattfinden. Die In- 
hibition der Translation ist die Folge, so dass die 
zellulare Proteinbiosynthese gestoppt wird. Die En- 

10 dothelzellen konnen nicht mehr prolif erieren und 
erhalten dadurch die benotigte Zeit zur Umdifferen- 
zierung in .Kapillaren 70. Dieser Effekt scheint re- 
versibel zu sein, da, wenn keine weitere ARNA l(s)- 
RNA 15 in die Endothelzellen eingeschleust wird, 

15 Proliferation wieder stattfindet. 

Das vorgenannte System kann als Modellsystem fur 
den zellselektiven RNA-Transfer und die Stabilisie- 
rung von RNA bei Antisinn- und Ribozymstrategien 
herangezogen werden. Die Erfindung erfasst daher 
20 auch endothelspezif ische Transf ektionskits . 

Insbesondere erlaubt es die Erf indung hinsichtlich 
der ARNA I(s)-Sequenz und diese enthaltenden Nuc- 
leinsaure-Komplexe Wunden zu heilen, ko.ronare Herz- 
kranzgef aflerkrankungen zu heilen und eine verbes- 
25 serte Transplantatiohschiriirgie durchzuf uhren. Die 
erf indungsgemaBe ARNA I(s)-Sequenz und diese ent- 
haltende Nucleinsaurekomplexe konnen daruber hinaus 
auch zur Induktion des Wachstums von Nervenzelleh 
. verwendet werden. 
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Hinsichtlich der ARNA I (as) -Sequenz und diese ent- 
haltenden Nucleinsaure-Komplexen ist es moglich, 
die Tumorangiogenese zu inhibieren und Gentherapien 
zum Beispiel bei Hamangiomen durchzuf uhren . 
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5 Anspriiche 

1. Nucleinsauremolekul, das als funktionaler Be- 
standteil eines biologisch aktiven Metallo- 
' Ribonucleoprotein-Komplexes geeignet ist, ausge- 
wahlt aus der Gruppe bestehend aus: 

10 a) einem . Nucleinsauremolekul, das erhaltlich .ist 
mittels reverser Transkription von Plazenta- 
Gesamt-RNA mit den ARNA I-spezif ischen Primern 
mit den in SEQ ID Nr. 6 oder/und 7 dargestellten 
Nucleotidsequenzen, und einem Fragment davon; 

15 b) einem Nucleinsauremolekul, das mindestens eine 
der in SEQ ID Nr. 1 bis 5 oder 8 bis 15 darge- 
stellte Nucleotidsequenz umfasst; 

c) einem Nucleinsauremolekul, das erhaltlich ist 
durch Substitution, Addition, Inversion und/oder 

20 Deletion einer oder mehrerer Basen eines Nuc- 

leinsauremolekuls nach a) bis b) ; 

d) einem Nucleinsauremolekul, das mit einem Nuc- 
leinsauremolekul nach a) bis c) und einem Frag- 
ment davon hybridisiert , und 

25 e) einem Nucleinsauremolekul, das zu einem Nuclein- 
sauremolekul nach a) . bis b) komplementar ist, 
und einem Fragment davon. 
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2. Nucleinsauremolekul nach Anspruch 1, dadurch ge- 
kennzeichnet, dass es eine DNA oder RNA ist. 

3. Nucleinsauremolekul nach Anspruch 1 oder 2, da- 
durch gekennzeichnet, dass es Teil einer langeren 

5 nativen Nucleinsauremolekuls ist. 

4. Nucleinsauremolekul nach einem der Anspruche 1 
bis 3, dadurch gekennzeich.net, dass es in circula- 
rer oder in linearer Form vorliegt. 

5. Nucleinsauremolekul nach einem der Anspruche 1 
10 bis 4, dadurch gekennzeichnet, dass es in seiner 

Sekundarstruktur eine Haarnadelschleif e mit der 
Konsensus-Sequenz 5'-CUG-3', insbesondere mit der 
Sequenz aus SEQ ID Nr. 12. oder 13 ausbildet. 

6. Nucleinsauremolekul nach Anspruch 5, dadurch ge- . 
15 kennzeichnet, dass die in der . Sekundarstruktur des 

Nucleinsauremolekuls ausgebildete Haarnadelschleif e 
die Bindung des Nucleinsauremolekuls an ein Protein 
vermittelt. 

7 . Nucleinsauremolekul nach Anspruch 5 oder 6, da- 
durch gekennzeichnet, dass die in der Sekundar- 
struktur des Nucleinsauremolekuls ausgebildete 
Haarnadelschleif e die Bindung des Nucleinsauremole- 
kuls an ein Angiotropin . related protein-Molekul 
vermittelt . 

8. Vektor, enthaltend ein Nucleinsauremolekul nach 
einem der Anspruche Ibis 7, gegebenenf alls zusam- 
men mit regulatorischen Elerrienten. 



20 



25 
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9. Vektor nach Anspruch 8, der . ein Cosmid, Phage, 
Liposom oder Plasmid ist. 

10. Wirtszelle, enthaltend einen Vektor nach einem 
der Anspruche 8 oder 9. 

5 11. Nucleinsaure-Komplex, umfassend ein Nucleinsau- 
remolekiil nach einem der Anspruche 1 bis 7 und Me- 
tallionen oder/und ein Protein. 

12. Nucleinsaure-Komplex nach Anspruch 11, dadurch 
gekennzeichnet, dass das Protein aus der Familie 

10 der SlOO-Proteine stammt . 

13. Nucleinsaure-Komplex nach Anspruch 11 oder 12, 
dadurch gekennzeichnet, dass das Protein ein Angio- 
tropin related protein-Molekul oder Calgranulin C 
ist. 

15 14. Nucleinsaure-Komplex nach einem der Anspruche 
11 bis 13, dadurch gekennzeichnet, dass die Metall- 
ionen Cu 2+ -, Mg 2+ -, Ca 2+ -, Na + -, K + - oder Zn 2+ -Ionen 
sind. 

15. Nucleinsaure-Komplex .nach einem der Anspruche 
20 11 bis 14, dadurch gekennzeichnet, dass der Nuc- 
leinsaure-Komplex ein Ribonucleotidpolypeptid ist. 

16. Nucleinsaure-Komplex nach einem der Anspruche 
11 bis 15, dadurch gekennzeichnet, dass dieser ein 

. metallhaltiges Ribonucleotidpolypeptid ist. 

25 .17. Antikorper, der spezifisch einen Nucleinsaure- 
Komplex nach einem der Anspruche 11 bis 16 erkennt 
und bindet. 
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18. Antikorper nach Anspruch 17, der ein mbnoclona- 
ler oder polyclonaler Antikorper ist. 

19. Verfahren zum Transport eines Nucleinsauremole- 
kuls in eukaryontische Zellen, Zellkulturen oder 

5 Gewebe, insbesondere Zellen und Gewebe von Saugern 
und Vogeln, in vitro oder in vivo umfassend die 
folgenden Schritte: 

- Modifikation des zu transportierenden Nucleinsau- 
remolekuls, das natiirlicherweise nicht mit dem 

10 Angiotropin-Komplex und/oder ahnlichen Komplexen 
in Zusammenhang steht, durch Anlagerung von Se- 
quenzen eines Nucleinsauremolekiils nach einem der 
Anspruche 1 bis 7, die unter geeigneten Bedingun- 
gen zur Ausbiidung einer Haarnadelschleif e mit 

15 . der Konsensus-Sequenz 5'-CUG-3' geeignet sind; 

- Herstellung eines ternaren Komplexes durch in 
vitro Zugabe von Metall-Ionen und mindestens ei- 
nem Protein zu dem modi f izierten Nucleinsauremo- 
lekul; und 

20 - Applikation des hergestellten ternaren Komplexes 
auf Zellen oder Gewebe, in die das modifizierte 
Nucleinsauremolekul eingebracht werden soil. 

20. Verfahren nach Anspruch 19, wobei das modifi- 
zierte Nucleinsauremolekul ein Molekiil mit enzyma- 

25 tischer Aktivitat ist. 

21 Verfahren nach einem. der Anspruche 19 oder .20, 
wobei die Metall-Ionen Cu 2+ -, Zn 2 *-, Mg 2+ - oder Ca 2+ - 
Ionen sind. 



WO 02/068636 PCT/EP02/00859 



-64- 



22. Verfahren nach einem der Anspruche 19 bis 21, 
wobei das Protein ein ARP-Molekul, Calgranulin C 
oder ein ahniiches Protein, insbesondere ein das 
Bindemotiv von ARP oder Calgranulin C fur das Nuc- 

5 leinsauremolekiil aufweisendes Protein ist. 

23. Verfahren zur Induzierung angiogenetischer Pro- 
zesse in Gewebe eines Saugerorganismus , umfassend 
die folgenden Schritte: 

- Herstellung eines ternaren Komplexes durch Kom- 
10 plexierung eines Nucleinsauremolekuls nach einem 

der Anspruche 1 bis 7 in Sinn-Orientierung mit 
Metall-Ionen und gegebenenf alls einem Protein in 
vitro; und 

- Applikation der komplexierten Nucleinsaure auf 
15 Gewebe, in denen der angiogenetische Prozess in- 

duziert werden soil. 

24. Verfahren zur Hemmung angiogenetischer Prozesse 
in Gewebe eines Saugerorganismus, umfassend die 
folgenden Schritte: 

20 - Herstellung eines ternaren Komplexes durch Kom- 
plexierung eines Nucleinsauremolekuls nach einem 
der Anspruche 1 bis 7 in Antisinn-Orientierung 
mit Metall-Ionen und gegebenenf alls einem Protein 
. in vitro; und 

25 - Applikation der komplexierten Nucleinsaure auf 
Gewebe, : in denen ein angiogenetischer Prozess ge- 
hemmt. werden soil: 
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25. Verfahren nach Anspruch 24, wobei die Metall- 
Ionen Cu 2+ -, Mg 2+ -, Ca 2+ -, Na + -, K + - oder Zn 2+ -Ionen 
sind. 

26. Verfahren nach Anspruch 24 oder 25, wobei das 
5 Protein ein ARP-Molekiil, Calgranulin C oder ein 

ahnliches Protein ist. 

27. Diagnostische Zusammensetzung, umfassend ein 
Nucleinsauremolekul nach einem der Anspriiche 1 bis 
7, einen Vektor nach einem der Anspriiche 8 oder 9, 

10 eine Wirtszelle nach Anspruch 10, einen Nucleinsau- 
re-Komplex nach einem der Anspriiche 11 bis 16 oder 
einen Antikorper nach einem der Anspriiche 17 oder 
18 gegebenenf alls zusammen mit einem Trager. 

28. Pharmazeutische Zusammensetzung, umfassend ein 
15 Nucleinsauremolekul nach einem der Anspriiche 1 bis 

7 , einen Vektor nach einem der Anspriiche 8 oder 9, 
eine Wirtszelle nach Anspruch 10, einen Nucleinsau- 
re-Komplex nach einem der Anspriiche 11 bis 16 oder 
einen Antikorper nach einem der Anspriiche 17 oder 
20 18 gegebenenf alls zusammen mit einem pharmazeutisch 
vertraglichen Trager. 

29. Pharmazeutische Zusammensetzung nach Anspruch 
28 zur spezifischen Beeinf lussung der Angiomorpho- 
genese und des vaskularen Zustand eines Gewebes des 

25 Korpers von Organismen. 

30. Pharmazeutische Zusammensetzung. nach Anspruch 
28 zur Obertragung genetischer Inf ormationen .in 
Zellen . . 
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31. Pharmazeutische Zusammensetzung nach Anspruch 
28 zur selektiven Veranderung des Nucleinsaurege- 
haltes von Zellen. 

32. Verwendung eines Nucleinsauremolekuls nach ei- 
5 nem der Anspruche 1 bis 7, die unter geeigneten Be- 

dingungen zur Ausbildung einer Haarnadelschleif e 
mit der Konsensus-Sequenz 5'-CUG-3' fahig ist, zur 
Modifikation von Nucleinsauremolekulen, die natiir- 
licherweise nicht mit dem Angiotropin-Komplex im 
10 Zusammenhang stehen, so dass diese modif izierten 
Nucleinsauremolekiile unter geeigneten Bedingungen 
an ARP, Calgranulin C oder ahnliche Proteine binden 
und in Zielzellen transportiert werden konnen. 

33. Verwendung eines Nucleinsauremolekuls nach ei- 
15 nem der Anspruche 1 bis 1, die unter geeigneten Be- 
dingungen zur Ausbildung einer Haarnadelschleif e 
mit der Konsensus-Sequenz 5'-CUG-3' fahig ist, zur 
Isolierung und/oder zum Transport von Proteinen, an 
die diese Nucleinsauremolekule binden konnen und 

20 die so zum Transport von Nucleinsauremolekulen in 
Zielzellen eingesetzt werden konnen.- 

34. Verwendung eines Nucleinsauremolekuls nach ei- 
nem der Anspruche 1. bis 7 in Sinn-Orientierung zur 
Herstellung von Therapeutika zur Induzierung angio- 

25 genetischer Prozesse und/oder zur Wundheilung. 

35. Verwendung eines Nucleinsauremolekuls nach ei- 
nem der Anspruche 1 bis 7 in Antisinn-Orientierung 
zur Herstellung von Therapeutika zur Hemmung angio- 
genetischer Prozesse und/oder zur Bekampf ung von 

30 Tumoren. 



if 
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36. Verwendung von ARP, Calgranulin C oder der Nuc- 
leinsaurekomplexe nach einem der Anspruche 11 bis 
16 als Transportmolektil fur Nucleotidsequenzen, 
insbesondere RNA-Moleklile . 

5 37. Verfahren zur Reduktion der Proliferation von 
Zellen und/oder zur vorzeitigen Einleitung der Dif- 
ferenzierung von Zellen, wobei ein Nucleinsauremo- 
lekiil nach einem der Anspruche 1 bis 7, ein Vektor 
nach einem der Anspruche 8 oder 9, eine Wirtszelle 

10 nach Anspruch 10, ein Nucleinsaurekomplex nach ei- 
nem der Anspruche 11 bis 16 und/oder ein Antikorper . 
nach einem der Anspruche 17 oder 18 in die Zelle 
eingeschleust wird und dabei die Aktivitat und/oder 
Expression des L27a-Gens oder davon codierten Gen- 

15 produktes hemmt oder reduziert. 

38. Verfahren nach Anspruch 37, wobei die Zelle ei- 
ne stark prolif erierende Zelle, insbesondere eine 
Stammzelle, degenerierte Zelle oder Tumorzelle ist. 

39. Verfahren nach Anspruch 37, wobei die Zelle ei- 
20 ne krankhaft veranderte Zelle, insbesondere eine 

Zelle des Psoriasis-Formenkreises ist. 

40. Verfahren nach Anspruch 37, wobei die Zelle. ei- 
ne Nervenzelle ist. 

41. Verfahren nach einem der Anspruche 37 bis 40, 
25 wobei ein Nucleinsauretkomplex nach einem der An- 
spruche 11 bis 16. eingesetzt wird. . 

42. Verfahren nach Anspruch 41, wobei der Nuclein- 
saurekomplex ein : Protein aufweist, das die Bin- 
dungsdomane von Calgranulin C .oder ARP an das Nuc- 



WO 02/068636 



PCT/EP02/00859 



-68- 



leinsauremolekul nach einem der Anspruche 1 bis 7, 
insbesondere die ARNA I (s) -Sequenz, und eine Bin- 
dungsdomane an einen Oberf lachenrezeptor der Zelle 
aufweist. 



WO 02/068636 



PCT/EP02/00859 



1/3 



cd 




< - <ODDDODD 

13 « I I I I I I 

° CD CD < O «t << 

<P = < 

<< < 



<UOU<DO<<<<UU3 r3ID|3 ZD ZD ZD ZDj 

i n 1 1 1 1 1 1 i m 1 1 1 1 1 1 1 1 



ZD 0|0 OD<UD3Z)DOO<<<<<<< <tj° 



CD— CD 

CD — O 

< — ZD 

o — o 

ZD— <C 



< 



< 

<<: <l 



03 «. 
I I 



«<U>«_> =D 3 ZD =>|«-> 

I I I I I I I I 



CD 



ZD — 


< 


=>• 

CD — 


CD 

0 s 


ZD 




O — 


0 


rD — 


< 


0 — 


0 


0 




CD — 




ZD — 


*t 


<: — 


ZD 




O 


< 


CD 


CJ — 


CD 








< 


=1- 




O 


< 




ZD 



24 271WO 



ERSATZBLATT (REGEL 26) 



WO 02/068636 



PCTYEP02/00859 




WO 02/068636 



PCT/EP02/00859 



3 A3 




WO 02/068636 



-1- 



PCT/EP02/00859 



SEQUENZ PROTOKOLL 

<110> Fraunhofer Gesellschaft 2ur Forderung. . .e. V. 

<120> Verfahren und Mittel zur Modi f ikat ion . humane r 
Angiogenese 

<130> 16416rna 



<140> 
<141> 












<160> 


15 










<170> 


Patent In Ver. 2 


. i 






<210> 
<211> 
<212> 
<213> 


1 

42 

RNA 

Homo 


sapiens 








<400> 1 
uauagugagu 


cguauuacug 


cacgcaugaa 


aaccuuuuuu uu 


42 


<210> 
<211> 
<212> 
<213> 


2 

42 

RNA 

Homo 


sapiens 








<400> 2 
aaaaaaaagg 


uuuucaugcg 


ugcaguaaua 


cgacucacua ua 


42 


<210> 
<211> 
<212> 
<213> 


3 

205 
RNA 
Homo 


sapiens 









<400> 3 

aaaaaaaagg uuuucaugcg ugcucacaga ucagcucuuu cuggauugaa aagcuaagca 60 
cagaacaugg gaaaauuccu uucauauggc uguguuuaca aacaaaaagu auaaacaucu 120 
ugagcaaaca gaaaugguga ggaaaacuuu guuagcagau uaguauagug agucguauua 180 
cugcacgcau ' gaaaaccuuu uuuuu 205 



<210> 4 

<211> 205 

<212> RNA 

<213> Homo sapiens 

<400> 4 v 

aaaaaaaagg uuuucaugcg ugcaguaaua cgacucacua. uacuaaucug cuaacaaagu 60 
uuuccucacc auuucuguuu gcucaagaug uuuauacuuu uuguuuguaa acacagccau 120 
augaaaggaa uuuucccaug uucugugcuu agcuuuucaa. uccagaaaga gcugaucugu 180 
gagcacgcau gaaaaccuuu uuuuu 205 



X210> 5 ' 

<2il> 235 

<212> RNA . . 

<213> Homo sapiens 
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<400> 5 

aaaaaaaagg uuuucaugcg ugcaguaaua cgacucacua uacuaaucug cuaacaaagu 60 
uuugggaaag ggaaagcucc caaagcagcc ugucaucgug aaggccaaau ucuucagcag 120 
aagagcugag gagaagauua agaguguugg gggggccugu guccuggugg cuugaagccg 180 
cauggaggga guuucauuaa augcuaacua cuuuuucaaa aaaaaaaaaa aaaaa 235 



<210> 6 

<211> 30 

<212> DNA ' 

<213> Homo sapiens 

<400> 6 

gacgaattca aaaaaaaggt tttcatgcgt . 30 



<210> 7 

<211> 30 

<212> DNA 

<213> Homo sapiens 

<400> 7 

cacggatccc taatctgcta acaaagtttg 30 



<210> 8 

<211> 13 

<212> RNA 

<213> Homo sapiens 

<400> B 

cuggauugaa aag 13 



<210> 9 

<211> 13 ' 

<212> RNA 

<213> Homo. sapiens 

<400> 9 

cuuuucaauc cag 13 



<210> 10 
<211> 63 
<212> RNA 

<213> Homo sapiens 
<400> 10 ' 

aaaacuuugu uagcagauua guauagugag ucguauuacu gcacgcauga aaaccuuuuu 60 



uuu 



63 



<210> 11 
<211> 63 
<212>' RNA 

<213> Homo' sapiens 
<400> II 

aaaaaaaagg uuuucaugcg ugcaguaaua cgacucacua uacuaaucug cuaacaaagu 60 
uuu 63. 
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<210> 12 

<211> 33 

<212> RNA 

<213> Homo sapiens 

<220> 

<221> stem_loop 
<222> (5) 

<223> N=0, 1, ocier. 2 
<220> 

<221> stem_loop 
<222> (11) 
<223> N= 1 

<220> 

<221> stem_loop 
<222> (15) 

<223> N=0, 1, 2, Oder 3 
<220> 

<221> stem_loop 
<222> (19) 

<223> N=0, 1, Oder 2,. 
<220> 

<221> stem_loop 
<222> (24) 
<223> N=*l 

<220> 

<221> stem_loop 

<222> (28) 

<223> N= 1- 

<220> 

<221> stern_loop 

<222> (30) 

<223> N=0 Oder 1 

<40C> 12 

acagncagcu nuuuncugng auunaaangn cua 



<210> 13 . 

<211> 33 

<212> RNA . 

<213> Homo sapiens 

<220> 

<221> stem_loop 

<222> (4) 

<223> M=0 Oder 1 

<220> 

<221> stem_loop 
<222> (6) 
<223> N= 1 

<220> 

<221> stem_loop 

<222> (10) 

<223> N=l 
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<220> 

<221> stem_loop 

<222> (15) 

<223> N=0, 1 oder 2 



<220> 

<221> stem 
<222> (19)" 
<223> N-0, 

<220> 

<221> stem 
<222> (23)" 
<223> N=l 



loop 

1, 2 oder 3 
loop 



<220> 

<221> stem_loop 

<222> (29) 

<223> N=0, 1 oder 2 

<400> 13 

uagncnuuun aaucncagna aanagcugnc ugu 



<210> 14 
<211> 19 
<212> RNA 
<213> Homo 

<400> 14 
uauagugagu 



sapiens 
cguauuacu 



<210> 15 

<211> 19 

<212> RNA 

<213> Homo sapiens 



<400> 15 
aguaauacga 



cucacuaua 
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